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RESUMEN

Los animales que, evolutivamente, han generado
estructuras sociales que les permiten generar estrategias
grupales de supervivencia y reproduccién, asi como
mecanismos para obtener informacion de los individuos de la
misma especie. En la mayoria de especies del orden de los
mamiferos, un importante sistema de deteccién de sefiales del
medio es el olfato. Se tratan, por lo tanto, de especies
macrosmaticas que aprovechan las quimiosefiales de su entorno
para adaptarse al medio o relacionarse con el resto de individuos
con los que comparte nicho ecolégico. Desde un punto de vista
funcionalista, las quimiosefiales que utilizan los individuos de
diferentes especies en su comunicacién se clasifican segun sean
intraespecie o entrespecie y, en esta relacion, en funciéon de

quién obtiene una ventaja evolutiva.

En esta tesis doctoral estudiaremos, utilizando
especimenes de la especie de roedores Mus musculus, la
conducta de éstos ante estimulos intra-especie (id est,
feromonas) y estimulos entre-especies cuya recepcién beneficia

al receptor (i.d. las llamadas kairomonas, procedentes de un

XXiV



depredador y detectados por su presa, beneficiando a la
supervivencia de ésta Ultima). Asi pues, la tesis se divide en
cuatro partes: en la primera se introducira el estado de la
cuestibn respecto a la conducta social en mamiferos,
centrandonos en describir las vias de procesamiento neuronal
desde los sistemas olfativos del raton hasta los centros de
ejecucion motora y describiendo la literatura actual sobre las
moléculas y los receptores que éstas activan, y como la accion
de estos receptores modula la actividad de las vias neuronales

descritas.

En la Parte Il de la tesis presentaremos nuestros
experimentos sobre estimulos de comunicacion intraespecia. En
concreto, los experimentos de este apartado tienen como
objetivo el estudio de la conducta de ratones ante sefales de
atraccion sexual (exempli gratia, orina de raton macho, Darcina)
y de la misma ante sefiales de congéneres con un modelo de
simulaciéon de enfermedad (e.g. orina de ratén macho tratado
con Lipopolisacarido de origen bacteriano). Los resultados de los
experimentos no permiten rechazar las hipétesis nulas
principales, no encontrando atraccién ante las quimiosefiales

volatiles o no volatiles de los estimulos presentados ni un

XXV



comportamiento evitativo ante las quimiosefiales del modelo de

enfermedad con LPS.

Por otro lado, en la Parte Ill de la tesis, comentamos los
resultados de los experimentos en los que utilizamos, como
estimulo aversivo, sefiales de depredador. En concreto,
utilizamos materiales procedentes de gatos: secreciones de la
glandula perianal, saliva y un tejido donde habia 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 estimulo, no revelan un efecto
significativo de los estimulos utilizados en los ratones de nuestra

muestra.

En conclusién, terminamos en la Parte IV de esta tesis
realizando una revision metodolégica de la misma, cuestionando
el estatus gnoseoldgico de la Darcina (supuesta feromona
presente en la orina de macho que motiva atraccion sexual en
ratones hembra) y realizando una reflexion sobre la investigacion
actual en neurociencia sobre la conducta social en roedores y su

complejidad.
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Parte I Introduccion
General






Introduccion:

La conducta social hace referencia a los comportamientos
gue se dan entre un individuo y los especimenes 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 estan enfocadas a la supervivencia y a la
reproduccion dentro de un habitat en concreto, y dependiendo
de la especie puede tomar unas caracteristicas u otras y dar
lugar a una serie de conductas que van desde la agresion
maternal o la agresién entre machos a conductas copulatorias o
de cuidado parental (Taborsky, Cant y Komdeur, 2021). Asi,
evolutivamente hablando, la conducta social se encuentra en
una amplia variedad de especies y presenta una dindmica
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 linea 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 patdgenos a los que las especies



estan expuestos (Kavaliers et al., 2018), siendo este factor mas
importante en especies con elevado nivel de gregarismo, puesto
gue 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. Asi, la organizacion social
hace referencia para la ecologia al nUmero 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 varian 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 variacion polimérfica en un super gen (Krieger
y Ross, 2002), y se han encontrado relaciones parecidas con
caracteristicas sociales y supergenes en otras especies como
plantas, pajaros o peces (para una revisiobn mas profunda ver

Weitekamp, Libbrecht y Keller, 2017).



En el caso de los mamiferos, por otro lado, parece que los
determinantes evolutivos, ecolégicos y ambientales de la
conducta social son mas complejos (Clutton-Brock, 2021).
Factores como la distribucién de recursos, la estructura del
habitat, la presencia de depredadores, 0 caracteristicas
individuales como el rango en la jerarquia 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 estimulos 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 Moéne y Agmo, 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 Aristoteles
y su teoria del hielomorfismo de la materia (Feser, 2019), teoria
que superaba la teoria del alma pitagérica compartida también

por Platon en su dialogo Feddn (1983) y que influiria a todo el



pensamiento escolastico en los siglos posteriores. Asi, antes del
surgimiento de la etologia moderna con los trabajos de los
ganadores del premio Nobel de 1973 en fisiologia y medicina
Karl von Frisch, Konrad Lorenz y Nikolaas Tinbergen, el
naturalista ingles Carlos Darwin puso el ojo en la conducta
reproductiva con su teoria de la evolucion mediante seleccion
sexual. En sus observaciones realizadas durante su viaje en el
buque de la Marina Real Beagle se dio cuenta de como la
presencia de conductas y caracteres externos promueven la
seleccidn de estos especimenes que los poseen por congéneres

del sexo contrario para realizar la cépula (Darwin, 2020).
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Figura 1: Esquema sobre la complejidad de la conducta social
donde se muestra multiples variables que influyen en la toma de
decisiones sobre conductas sociales. Extraido de Chen y Hong,
2018.



Podemos afirmar, por lo tanto, que una de las conductas
sociales mas importantes es la que tiene que ver con las
conductas copulatorias y paracopulatorias. Este proceso, que
culmina con la inseminacion de la hembra por parte del macho
en el acto de la cépula, 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 copula)
y la fase de apetencia (donde se encontrarian conductas
paracopulatorias como la deteccion del individuo de sexo
opuesto, su busqueda y el cortejo). Asi, Darwin ya observo 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 observdé en su conocido viaje,
sefialando la importancia de las caracteristicas sexuales
secundarias desarrolladas después de la pubertad como

estimulos visuales incitadores de la copula (Darwin, 1859).

Cada especie, sin embargo, requiere de determinados de
estimulos para iniciar conductas sociales, desde las conductas
intra-especie (e.g. agresion entre machos, agresion materna,
conductas copulatorias) a las inter-especie (e.g. conductas de

depredacion, evitacion de depredadores, etc.). Asi, mientras



tanto humanos como otros primates y muchas aves utilizan
mayoritariamente el sentido de la vista para detectar sefiales que
activan sistemas neuronales motivacionales que llevan a realizar
estas conductas, otras especies, como la mayoria de los
mamiferos (e.g. roedores, canes, lagomorfos, etc.) usan el olfato

con esta misma finalidad.

Sistemas Olfativos en Roedores:
deteccion de senales

Para el desarrollo de cualquier conducta es necesario la
deteccién de sefales que generen un estado interno que lleve al
individuo a realizarla. En mamiferos, como comentdbamos
anteriormente, esta informacién se recibe principalmente
mediante la deteccion de las seflales 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 nhocturna que mantiene su olfato cerca del suelo, por lo
gue su forma de obtencion de informacion del medio ha

evolucionado de tal manera que no dependa de la presencia de



luz en el ambiente, mediante el aprovechamiento de las sefiales
quimicas presentes en éste. Su respiracion 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 ventilacién entre 23 a 47,5 ml/min
(Hoyt et al., 2007), convierte a su olfato en una magnifica manera
de obtener quimio-sefiales del ambiente. Ademas, se ha
encontrado que la regulacién de los ritmos que toma la
respiracion esta relacionada con la actividad de los sistemas

olfativos (Mori, Manabe y Narikiyo, 2014).

Las sefales olfativas que los ratones perciben mediante la
respiracién pueden indicar caracteristicas del emisor como el
sexo del individuo que ha generado la sefial, la fase reproductiva
en la que se encuentra, su estado de salud, otras caracteristicas
que permitan identificarle individualmente, etc. (Brennan y
Kendrick, 2006; Logan et al., 2012). Estas sefiales se pueden
clasificar segun la naturaleza quimica de las mismas o segun su
funcionalidad en la comunicacion entre individuos. Respecto a la
clasificacion de su naturaleza quimica se pueden dividir en
sefiales de caracter proteico (proteinas o péptidos) y de otra

naturaleza quimica.



Las moléculas con uniones peptidicas son usadas por la
mayoria de vertebrados e invertebrados como feromonas y
como sefiales de comunicacion celular en todo el organismo
(Wyatt, 2014b; Nicolau, 2012). Esta familia a su vez se puede
clasificar segun la cantidad de aminoacidos que las componen
en péptidos pequefios, péptidos con estructura secundaria de 15
a 50 aminoacidos (e.g. Péptidos Exocrinos de Glandulas
Secretoras; ESPs, del inglés Exocrine Gland-secreting Peptides)
y polipéptidos (e.g las Proteinas Urinarias Principales, PUPs).

Més adelante retomaremos algunas de estas moléculas.

Por otro lado, la clasificacién segun su funcionalidad utiliza
un enfogue mas etoldgico en el que se busca comprender los
efectos de adaptacion al ambiente en términos de
beneficios/riesgos que estas moléculas poseen. Asi, 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 vy,

segL’m 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™ (Karlson y

Luscher, 1959)

Esta definicibn ha sido, no obstante, objeto de
modificaciones para adaptarse a los hallazgos obtenidos
posteriormente. Wyatt (2014a; 2010) matiza la definicibn de
feromona para definirlas como moléculas que han evolucionado
con la especie que son emitidas por un individuo y recibido por
un coespecifico y cuya respuesta de este Ultimo consiste en una
reaccion estereotipada o genéticamente definida. Wyatt (2010)
sefiala que la respuesta estereotipada dependerd, entre otros,
de factores contextuales, el estado interno del receptor (e.g. la
madurez sexual influird 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 clasificacion de las feromonas en base
a su funciéon en la conducta social, desde el desarrollo de la

definicion de feromona se han introducido otros términos para

! 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 especificas,
como un comportamiento determinado o un proceso del desarrollo
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referirse a la comunicacién inter-especie. El concepto mas
general en este tipo de comunicacion fue el de aleloquimico y
hace referencia a los compuestos quimicos que median
interacciones entre dos individuos que pertenecen a especies
distintas (Dicke y Sabelis, 1988; Sbarbati y Osculati, 2006).
Dentro de los aleloquimicos encontramos las necromonas, las
kairomonas y las synomonas, que difieren entre si en receptor

del beneficio adaptativo.

En el caso de las alomonas, la sefal emitida genera una
conducta favorable para el emisor en el receptor de la misma
(Sbarbati y Osculati, 2006). Seria el caso de sefiales 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 sefales aleloquimicas secretadas por un
individuo que generan una respuesta beneficiosa fisiologica o
comportamental en el receptor de otra especie, pero
desfavorable para el emisor (Dicke y Sabelis, 1988). Por ultimo,
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 clasificacion 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 sefial que emite un cadaver (materia no viva) y que
favorece a organismos de la misma especie o de otra diferente
al indicar la presencia de putrefaccién (Rollo, Czvzewska y

Borden, 1994; Sun y Zhou, 2013).

Tipo de Interaccién Emisor  Receptor
Feromonas o N
i « Ll .. 4
L
£ |Alomonas - .-
o
Q -
¢ | Kairomonas L 4 » 4
n
I
S Sinomonas e d » N
s
Apneumonas "gf@ o

’_) ki wl
Necromonas sy X

Figura 2: Representacién grafica de la clasificacién de las quimio-
sefiales en base a su funcionalidad y a su valor adaptativo para
las especies. Las figuras con forma de leones indicarian especies
depredadoras y las figuras con forma de ratén a sus presas. El
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color rojo sefiala un beneficio adaptativo de la interaccién que
provoca la sefial emitida; el color verde un beneficio adaptativo.
En la mayoria de tetrapodos existen principalmente dos
sistemas olfativos de deteccion de quimiosefiales olfativas
(Eisthen 1997; Scalia y Winans, 1975): el Organo Vomeronasal
(OVN) o de Jacobson, por su descubridor el anatomista danés
Ludvig Jacobson en 1813 (Jacobson, Trotier y Dgving, 1998;
Dgving y Trotier, 1998; Halpern y Martinez-Marcos, 2003), y el
Epitelio Olfativo Principal (EOP). Por otro lado, en ratones se
conoce la existencia de otros dos pequefios sistemas de
deteccién actualmente menos estudiados: el Organo Septal de
Masera y el Ganglio de Grineberg. En la Figura 3 se ilustra la
posicion 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 pequefia apertura de cuatro milimetros de
largo que conecta con la cavidad nasal principal y donde se
encuentra el epitelio del OVN (Dgving y Trotier, 1998; Ogura et
al., 2010). Por otro lado, el EOP es el que posee la mayor area

dentro de la cavidad nasal del raton y se considera que este
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encargado de la deteccidén de olores volatiles presentes en el

ambiente.

ENCEFALO

Figura 3: Arriba: Corte sagital de la cavidad nasal de un
espécimen de la especie Mus musculus en el que se sefalan los
cuatro sistemas olfativos (Modificado de Barrios, Nudfez,
Sanchez-Quinteiro 'y Salazar, 2014). Abajo: |llustracién
complementando la imagen anterior donde ademas se
representan otras estructuras cercanas (modificado de Weiler y
Farbman, 2003). 1. Epitelio Olfativo Principal; 2. Organo Septal de
Masera; 3. OVN; 4. Ganglio de Gruneberg.

Desde un punto de visto funcional se ha planteado que el
OVN se encarga de la deteccion de sefiales feromonales de

importancia adaptativa, aunque estudios actuales muestran un
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papel complementario del EOP en la deteccién 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
sefales propuestas como feromonas en Mus musculus (e.qg.
PUPs) requiriendo asi la intervencién del bombeo del OVN, que
mediante la dilatacién y constricciébn de sus vasos sanguineos
absorberia estas moléculas hacia su interior (Wysocki,
Wellington y Beauchamp, 1980; Meredith, Marques y Stern,
1980). Ademas, sabemos gue estimulos procedentes de ratén
macho estimulan la activacion del OVN. Nuestro equipo (junto
con otros) ha encontrado que el contacto de ratones hembra con
viruta sucia procedente de cajas donde se habia estabulado a
ratones machos provoca la activacion del sistema vomeronasal
(Monchoi-Bogani et al., 2005; Martinez-Ricos et al., 2007).
Ademas, 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 (Martinez-Ricos et al., 2008).

El Organo Septal de Masera, el tercero en extension 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 aleman por Ilvar Broman en ratones
recién nacidos (1921) fue el anatomista italiano Rodolfo-Masera
el que lo localiz6 en diferentes especies. Respecto a su funcion,
se ha encontrado que las neuronas que integran el érgano tienen
un doble papel en quimiosensacion y en mecanorrecepcion,
sincronizando la actividad del sistema bulbo olfativo (BO) con la

respiracién (Grosmaitre et al., 2007).

Finalmente, el Ganglio de Griineberg, el mas pequefio de
los sistemas olfativos, fue descubierto accidentalmente por Hans
Grlneberg en 1971 (Grineberg, 1971). Se ha especulado con
un rol de este sistema en la termopercepcion de neonatos
(Mamasuew, Breer y Fleischer, 2008; Schmid et al., 2011) y, en
los ultimos afios, se han publicado resultados que sugieren un
papel en la deteccién de sefiales de alarma, de depredadores y
otros (Brechbuhl, Klaey y Broillet, 2008; Brechbihl et al., 2015;

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

Parte importante del estudio de la percepcion de las
sefales olfativas en ratones mediante estos cuatro sistemas, de
los cuales, como comentabamos anteriormente, el OVN y el

EOP desempefian un papel protagonista, es la comprension
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sobre los receptores neuronales que median la transduccion de
la quimio-sefial en un potencial de accién. Los receptores
utilizados por los sistemas olfativos pueden ser considerados
como receptores quimicos del sistema neuronal especializados
en la deteccion de sefiales 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 estan acoplados a una proteina G dividida en tres
subunidades y que interactuara con un efector que puede ser
una enzima o un canal idnico (Rosenbaum, Rasmussen y Kobilka,
2009; Brennan, 2018). Este efector sera el encargado de iniciar

la sefial eléctrica.

Los primeros receptores en ser identificados fueron los RO
por Richard Axel y Linda B. Buck, descubrimiento que los llevé a
ganar el Premio Nobel en Medicina y Fisiologia en 2004 (Buck y
Axel, 1991; Buck, 2005; Axel, 2005). La familia de genes que
codifican a los RO es la mas grande dentro de los genomas de

los vertebrados (Fleischer et al., 2009), estando en ratones
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formada por méas de 1000 genes (Godfrey, Malnic y Buck, 2004).
La expresion de los genes de estos receptores se caracteriza por
permitir la creacién un cédigo combinado de activacion neuronal
Unico 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 sefales, diferentes tipos
de esteroides y podrian a su vez servir para la deteccién del
estado fisiolégico de un animal (Yoh et al, 2012). Segundo, los
rV tipo 2 fueron descritos por tres equipos diferentes de manera
simultanea (Herrada y Dulac, 1997; Matsunami y Buck, 1997;
Ryba y Tirindelli, 1997) y estan presentes en la capa basal del
VO. En cuanto a las funciones de estos receptores, parecen
relacionados con la identificacion de congéneres (Yoh et al,
2012) al detectar péptidos del Complejo Principal de
Histocompatibilidad (CPH), Proteinas 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 evitacion de coespecificos 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 volatiles
relacionadas con sefiales sociales, asi 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 sefiales quimicas 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 realizacion de un papel de comunicacion 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
seleccién de comida, se ha encontrado que las heces de ratones
a los que se les ha alimentado con una comida especifica
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 peptidica 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 mamiferos la atraccion 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
atraccion de las crias (Schaal et al., 2003; Coureaud et al.,
2006). En ratones se ha encontrado un mecanismo mas
complejo para el inicio de la lactancia por parte de las crias,
siendo necesario el aprendizaje del conjunto individual de olores
de la madre méas que una sola molécula (Logan et al., 2012). Al
nacer, los ratones hembra acicalan a sus cachorros y se acicalan
a si mismas (incluyendo la zona abdominal donde estan los
pezones) justo después del parto, permitiendo a los cachorros
aprender estos olores y usarlos para encontrar su fuente de

nutrientes.

Respecto a las quimiosefiales que influyen en la conducta
sexual, podemos diferenciar entre aquellas quimicamente
volétiles y las quimicamente no volatiles. Esta diferencia, como
comentabamos anteriormente, va a determinar la necesidad del
OVN y del bombeo vomeronasal al necesitar las moléculas méas
pesadas esta accion para llegar al epitelio (Meredith et al., 1980).

Asi, pertenecientes a la familia comentada anteriormente de
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péptidos de estructura secundaria y de tamafio de 15 a 50
aminoacidos, los ESPs son feromonas en ratones que cuenta
con una familia de 38 genes y son secretados por la glandula
lacrimal extraorbital (Ishii et al., 2017; Woodson, Niemeyer y
Bergan, 2017). Estos péptidos son detectados por el OVN (Abe
y Touhara, 2014) y la investigacion ha destacado el papel de la
ESP1y la ESP22 (Kimoto et al., 2005; 2007; Haga et al., 2010).
Por un lado, ESP1 es expresada por las glandulas lacrimales
extraorbitales y se segrega de forma dependiente de
Testosterona (T), por lo que es una sefial masculina. Se ha
demostrado que la ESP1 aumenta la receptividad de las
hembras a la copula al aumentar el nimero de veces que
ejecutan la lordosis. Finalmente, se ha demostrado que para la
deteccion de esta molécula requiere la activacion 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 especimenes

pre-puberes (Ferrero et al., 2013).

Por otro lado, los péptidos de la clase | 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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sefiales de individualidad que facilitan el reconocimiento
(Beauchampy Yamazaki, 2003; Sturm et al., 2013). No obstante,
aungue 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 mas
preponderante (Sherborne et al., 2007; Cheetham et al., 2007).
Para la deteccion de los CPH son necesarias las neuronas del
OVN que expresan rV2, en concreto las rvV2-1b (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 higado,
filtradas en los rifiones 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 sefales olfativas de tipo feromonal
en la agresion entre machos (Chamero et al., 2007) como en la

atraccion de machos a hembras (Roberts et al, 2010). Para su
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deteccion se ha encontrado que las neuronas que expresan
receptores rV tipo 2 en el OVN son necesarias (Chamero et al.,

2007).

Especial mencién para esta tesis merece la PUP20,
denominada Darcina (D; del neologismo ingles Darcin) en
referencia al protagonista de la novela roméantica 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 pequefias quimiosefiales volatiles
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 produccién, es T
dependiente (Lanuza et al., 2014; Amstrong et al., 2005) y como
la del resto de PUPs decrece segun envejece el macho (Garratt
et al.,, 2011). Se ha relacionado a la D con diversas conductas
tipicas de especie. Asi, dependiendo del estado reproductivo de
la hembra, puede generar agresién maternal (id est, la agresion
de las hembras a un macho intruso para defender a sus crias)
(Martin-Sanchez et al., 2015b; 2015b) o generar atraccion

(Roberts et al.,, 2010) y fomentar el aprendizaje espacial en
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hembras de ratdn, asi como en machos competidores (Roberts

etal., 2012).

Como comentadbamos anteriormente, el otro tipo de
sefales que se han estudiado que influyen en la conducta sexual
de los ratones son las sefiales de tipo volatil. 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 raton macho que se producen de
manera dependiente de T y los dos Ultimos presentes en
glandula 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 aparicion 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 ratdbn macho, generan atraccién en hembras de la misma

especie.

Finalmente, en la especie Mus musculus se han descrito
una serie de efectos fisioldgicos referidos a la reproduccion
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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interrupcion del embarazo durante los primeros dias del mismo
al entrar en contacto la hembra con un macho diferente al que
inseminador de la camada o la exposicidn de estas con su orina
(Bruce, 1960; Parker y Bruce, 1962; Dominic, 1966). El Efecto
Vandenbergh consiste en la aceleracion de la pubertad en
hembras jovenes 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 citologia vaginal, la
edad de la apertura vaginal, el primer estro y la primera monta
(Vandenbergh, 1967, 1976; Bingel, 1972) y, ademas, se puede
observar un aumento en el tamafio del Gtero y los ovarios

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

Los ultimos dos efectos se encuentran relacionados al
tratarse del inicio y detencién 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 detencion del ciclo estral y la induccion 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 mostré como la introduccion de un macho o una hembra
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tratada con andrégenos (Bronson y Whitten, 1968) provoca

aceleracion y sincronizacion del ciclo estral.

Neuroanatomia del
Comportamiento Social

Los comportamientos sociales, como deciamos en el
primer apartado, son de los comportamientos mas complejos por
la cantidad de variables internas, contextuales y de sefializacion
que conllevan para su realizacion (véase Figura 1). Por ejemplo,
el estudio de la reproduccibn en ratones conlleva el
entendimiento de variables como las quimiosefiales que pueden
provocar atraccion entre sexos (e.g. D (Roberts et al., 2010);
ESP1 (Haga et al., 2010)) y otros estimulos sensoriales como las
vocalizaciones ultrasénicas (Portfors, 2007) asi como su
interaccion. Ademas, esta conducta requerira un proceso de
toma de decisiones por parte de dos sujetos por lo que
podriamos ver esta interaccion como el resultado del
procesamiento de dos “cerebros tomadores de decisiones”
(Cheny Hong, 2018; O'Connell y Hofmann, 2012) donde el papel
que juega la incertidumbre en la respuesta conductual de ambos

tendra un rol determinante (Dayan, 2012).
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En este apartado nos vamos a centrar en las rutas
neuronales de procesamiento de quimiosefiales que se han
encontrado involucradas desde el procesamiento de estimulos
sociales de tipo quimisensorial hasta su resolucion en una
conducta concreta (véase Figura 4). A lo largo de la introduccion
hemos hablado de los cuatro sistemas de deteccion de sefales
olfativas que posee la especie Mus musculus (i.e. EOP, OVN,
Ganglio de Griineberg y el Organo Septal de Masera) y de los
receptores de sus epitelios. Asi, en el EOP, las células
receptoras del epitelio que expresan el mismo tipo de RO envian
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
especificos segun las aferencias axonales de los OR enviara 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). Asi, la
informacion olfativa llega a la Corteza Lateral Entorrinal, la
Corteza Piriforme Anterior y Posterior, el Nucleo del Tracto
Olfativo Lateral (LTO), el Nucleo Olfativo Anterior, el Tubérculo

Olfativo y los nucleos de la amigdala Medial (Me) y los nucleos
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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
multiples dendritas apicales que conectan con cada una con
diferentes glomérulos (Cajal, 1911). Desde aqui, estas neuronas
conectan con el Nucleo del Lecho de la Estria Terminal (NLET)
y con el Nucleo del Lecho de Tracto Olfativo Accesorio, ademas
de con la Amigdala en sus nucleos Me y Posteromedial Cortical
(PMCo). Desde estos nucleos, las proyecciones axonales
llegaran a diferentes nicleos del hipotalamo (Zufall, Leinders-
Zufall y Puche, 2008; Li, Kaba y Saito, 1990). Asi, en el caso
del nicleo de la Me Posterodorsal (MePD) se ha encontrado que
proyecta preferentemente al sub-nlcleo ventrolateral del
hipotdlamo ventromedial (VMH-VL); por otro lado, el nicleo
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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Parte I: Introduccion General

Figura 4: Conexiones entre el epitelio olfativo principal (MOE) y
el 6rgano vomeronasal (VNO) con las areas objetivo. En este
trabajo es relevante larepresentacion de las proyecciones del
bulbo olfativo accesorio (AOB) con la amigdala medial (Me) y de
esta con el hipotalamo ventromedial (VMH). Imagen adaptada de
Spehr et al., 2006.

Conceptualmente, estas conexiones neuroanatomicas se
han clasificado en base a sus proyecciones y su funcionalidad
(id est., el tipo de conducta que su activacion sincrénica

produce). En 1999 Newman desarroll6 el concepto de Red
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Cerebral Sociosexual (RCS; del inglés Sociosexual Brain
Network). Los nlcleos neuronales y sus conexiones estan
altamente conservados a lo largo de la filogenia y cumplen las

siguientes caracteristicas:

1. Estan implicados en varios tipos de comportamiento
social.

2. Estan estrechamente interconectados.

3. Sus células expresan abundantemente receptores de
hormonas esteroideas gonadales (e.g. andrégenos y
estrogenos), permitiendo asi un dimorfismo sexual en
su estructura y funcionamiento.

En la Figura 5 representamos el esquema inicial de los
nucleos del RCS. Estos nlcleos estarian detrds de
comportamientos sociales como la agresion, la conducta
materna o la reproduccion. Un nodo importante entre ellos es la
Amigdala Medial Extendida, que como veiamos antes recibe
eferencias de los dos principales sistemas olfativos, el EOP y el
OVN (Insel y Numan, 2003; Gutierrez-Castellanos et al., 2010;
Cadiz-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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funcion de coordinar las respuestas tipicas de especie ante
estimulos quimicos (Martinez-Garcia y Lanuza, 2018; Gutiérrez-
Castellanos et al., 2010). En roedores, ademas, 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
porcion anterior (MeA), la posterodorsal (MePD) y la

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

1995).
Me Septum Lateral
Region Mesencéfalo
Preoptica Medial (PAG)
Hipotalamo VMH

Anterior y Paraventricular

Figura 5: Representacion grafica de la propuesta de Newman
(1999) sobre lainterconexion de los diferentes ndcleos neuronales
gue procesan lainformacion 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 nucleo 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 Abellan,
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). Asi mismo, se ha encontrado a este nucleo 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 andrégenos y de
estrégenos estan principalmente distribuidos en las neuronas de
esta estructura (Choi et al., 2005). Esto sugiere que distintos
grupos neuronales de este ndcleo 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 nucleo VMH-VL inicia conductas de monta o

de agresion segun su intensidad sugiriendo que los grupos que
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controlan cada conducta pueden diferir en el umbral de
activacion o puede gue cada conducta necesite un numero
determinado de neuronas reclutadas (Lee et al., 2014; Chen y

Hong, 2018).

Por otro lado, el ndcleo MePV reciben convergencia
directa de inputs desde los bulbos olfativos principal y accesorio
(Keshavarzi et al., 2015). Las neuronas del nlicleo MePV se ven
activadas ante estimulos que representan una amenaza, como
ante quimiosefales de depredador (Choi et al., 2005). Ademas,
se ha encontrado que MePV tiene un papel en la conducta
reproductiva de ratones hembra. La inactivacién de las células
Vglut2 positivas reduce la frecuencia de la lordosis, mientras que

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

La Me proyecta a los nucleos del hipotdlamo VMH vy al
Nucleo Hipotaldmico Anterior (Pardo-Bellver et al.,, 2012;
Canteras et al.,, 1995; Benn et al., 2019). EI VMH recibe
aferencias directas e indirectas de la Me y otras areas
relacionadas con conductas agresivas (Motta et al., 2013). En
unos estudios clasicos se identifico esta area del hipotadlamo y
otras adyacentes como el Area de Ataque del Hipotalamo en

gatos, ratas y otros animales (Hess y Brugger, 1943; Krurk,
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2014) pues al estimularla con electrodos los animales iniciaban
conductas de agresién. Como comentabamos anteriormente, las
neuronas GABAérgicas del MePD poseen un papel clave en la
agresion entre machos y su proyeccion a la parte posterior del
NLET tiene un papel activador de estas conductas, como
muestran estudios de activacion de esta via (Padilla et al., 2016).
El hipotalamo VMH-VL recibe informacion de esta proyecciéon y
se ha visto activado durante la investigacion y la confrontacion
entre machos (en concreto las neuronas Esrl/PR positivas) y su
inhibiciébn conduce a una reduccién de este tipo de conducta
(Lee et al., 2014; Lin et al., 2011; Yang et al., 2013, 2017). Esta
misma poblacién de neuronas se ha encontrado activada en la
conducta de agresion de ratones hembras, provocando su
inactivacion una disminucion de las respuestas agresivas
(Hashikawa et al., 2017). Al mismo tiempo, el VMH-VL ha sido
relacionado en la conducta de reproduccion 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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inactivacion de las neuronas Sfl positivas reduce la lordosis
inducida por la respuesta de las neuronas ESP1 (Ishii et al.,

2017).

Un nucleo importante para el desarrollo de las conductas
sociales es el SGP, cuyo papel consistiria en el hacer de puerta
de acceso de la actividad neuronal de los nucleos encefalicos
que procesan la informacién social (véase Figura 5y Figura 6)
a la medula espinal para el desarrollo de las conductas motoras.
Se conoce su conexién con el VMH (Motta et al., 2013) y su
papel en el desarrollo de la lordosis mediante su conexién con el
VMH-DM (Ishii et al.,, 2017) mediante la via neuronal
MePV->VMH-DM-> PAG. Ademas, es un nlcleo importante
para el desarrollo de la conducta de agresion influida desde la
actividad de las neuronas del VMH-VL, aunque Ilas
caracteristicas de esta influencia en la agresion requieren futura
investigacion (Hashikawa et al.,, 2017b). De momento se ha
comprobado que la lesion de algunas subregiones el SGP
genera aumento de agresion en ratas hembra (Lonstein y Stern,

1997).
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Figura 6: A. Representacién esquematica de los principales
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B. Nucleos neuronales que modulan la conducta sexual en
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atractivo vomeronasal (e.g. D, ESP1, etc.). C. NUcleos neuronales
relacionados con la conducta de agresion en ratones hembras.

Extraido de Chen y Hong, 2018.
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Objetivos

Los principales objetivos desarrollados en esta tesis
doctoral estan relacionados con el estudio del comportamiento
social de individuos de la especie Mus musculus ante
guimiosefales emitidas tanto por congéneres de su misma

especie (Feromonas) como por animales de otras (Kairomonas).
Los objetivos especificos 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 induccién de enfermedad
por Lipopolisacarido es capaz de hacer que los ratones
generen un estimulo que nos permita estudiar el
comportamiento de evitacibn de sefales de
enfermedad y la neurobiologia que subyace al mismo.

3. Ademas, comprobar la idoneidad de la Darcina y de los
Péptidos Formilados como estimulos motivadores de
conductas de acercamiento/atraccion y
evitacion/aversion, respectivamente.

4, Comprobar la capacidad de motivar comportamientos

evitativos/aversivos de Kairomonas presentes en
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estimulos manchados por especimenes de Felis catus
(gato doméstico) con la finalidad de usarlos para el
estudio de las vias neuronales que modulan estos
comportamientos.

Comprobar, asimismo, la capacidad de motivar
conductas de evitacién/aversion en ratones por parte de
otros estimulos procedentes de depredadores con la
misma finalidad que con los estudios del gato doméstico
(id est, el estudio de las vias neuronales que median en

los comportamientos de evitacion).
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Parte ll: Estudios con el
Modelo de LPS









Las especies animales que forman estructuras sociales
con complejas interacciones entre sus miembros tienen mayor
probabilidad de ser infectados por patégenos, hecho que ha sido
comentado por algunos cientificos 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 fisiologica a los
individuos del grupo (Kavaliers et al., 2020). Durante los annus
horribilis de 2020 y posteriores, debido a la situacion de
emergencia internacional provocada por la pandemia causada
por el virus SARS-CoV-2, hemos escuchado a diversos
epidemidlogos en los Mass media hablar sobre los mecanismos
de obtencion de inmunidad a patdégenos y, a nivel social, de la
inmunidad de rebafio 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
relacion que existe a nivel evolutivo entre las especies sociales

y los patdgenos, estan presentes de manera relativamente
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innata en los individuos y se activarian ante sefiales perceptivas
emitidas por el sujeto enfermo que pueden ser quimicas 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 sefiales de enfermedad para evitar el contagio ha sido
denominado Sistema Inmune Comportamental (SIC) al
considerarse una forma conceptualmente ligada al sistema
inmune fisiol6gico, 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 evitacion han sido descritos en muchas
especies animales (Kavaliers, Choleris y Pfaff, 2005; Kiesecker
et al., 1999) asi 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
cria de la colmena (a esto se ha llamado “fiebre” de la zona de

cria, fijense en el paralelismo con el sistema inmune fisiol6gico)
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para protegerse de patdégenos 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 patégeno,
presumiblemente para no expandir la enfermedad (Heinze y

Walter, 2010).

El SIC es considerado como un conjunto de mecanismos
comportamentales que servirian como defensa preventiva a los
atagues de patégenos (Schaler, Murray y Bangerter, 2015;
Kavaliers y Choleris, 2018), una representacion del dicho
espanol “mejor prevenir que curar’ en la conducta de los
animales moldeada por afios de accion de los mecanismos
evolutivos. Las conductas que se dirigen a la evitacion de
patdgenos se han dividido en dos tipos: uno reactivo, que se da
ante la presencia de sefales de enfermedad y que lleva a la
evitacion de los focos de infeccion, como podemos observar en
chimpancés evitando el contacto con coespecificos con
poliometitis (Goodal, 1987); el otro proactivo, que consiste en las

conductas que llevan a evitar la enfermedad aun sin estar en
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presencia de la misma, como serian 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 psicoldgico, es un sistema
motivacional propiamente dicho como lo pueden ser los impulsos
sexuales o el hambre, que requiere la coordinacion de varios
sistemas mentales (Bernard, 2012; Aunger y Curtis, 2013).
Aunque no parece existir una correspondencia inequivoca entre
sistemas motivacionales y emociones puesto que una emocion
puede darse en varios sistemas motivacionales (Aunguer y
Curtis, 2013), una emocion que se encuentra intimamente ligada

a las conductas reactivas del SIC seria la emocién de asco.

La emocion de asco se considera que aparecio a lo largo
de la filogenia con la finalidad de servir a este sistema
motivacional para la evitacion de patégenos (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 diseccioné la emocion de asco como
la sensacion 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

a7



olfato y la vista (Darwin, 1968). Actualmente poco se ha
avanzado respecto a esta descripcién decimondnica y no existe
consenso conceptual sobre cuantos tipos de asco existen
(Stevenson et al., 2019). La categorizacion del asco mas
reciente hace referencia a la existencia de tres dominios que
promoverian la aparicion del asco (Tybur et al., 2013; Véase
Figura 7). En el primero, el asco ante patégenos, que es el
objetivo de los estudios de esta parte de la tesis y en los que se
englobaria a las sensaciones de asco propiamente dichas y que
son normalmente provocadas por objetos como heces u olores
de descomposicién. El segundo dominio haria referencia al asco
ante conductas sexuales indebidas, tales como el incesto o la
pedofilia. El tercero, finalmente, se referiria 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 acompafiada esta emocion. El asco, como
todas las emociones, puede venir en compafia de otras
sensaciones. En concreto, puede venir en conjunto con miedo,
ira, verglienza, compasion o tristeza (Marzillier y Davey, 2004;
Simpson et al.,, 2006). Asi, complementando la primera

categorizacion descrita, el asco moral tenderia a una mayor

48



complejidad al venir acompafado de ira, mientras que el asco

hacia patégenos seria el que posee menor complejidad

emocional al

presentarse

(Stevenson et al., 2019).

Adaptive problem

Cues that indicate

probable presence of

adaptive problem

Additional factors
modulating response

Expected value estimator

Computed internal
regulatory variable

puramente la emocién de asco

Output

Avoiding contact
with infectious
di -causing
organisms,

Bodily fluids and
products, animals,
poor hygiene,
decomposing or
roiting organic
matter

Nutritional state,
relationship to cue
source (e.g..
friendship. kinship).
sexual arousal

Integrates contact

(reduced infection risk)
with costs (e.g., not
eating, not having sex)

Expected value of
contact

Pathogen disgust: Sensation
of st. disgust facial
expression, motivation to
avoid contact, and
deployment of other
functionally coordinated
systems according to the
magnitude of the expected
value of contact

Avoiding sexual
contact with
individuals
jeopardizing
fitness

Sexual interest from
individuals with
poor genetic
compatibility (kin)
and with low mate
value

Availability of
alternative mates,
one's own mate
value (opportunity
Costs)

Integrates sexual
avoidance benefits
(reproductive
opportunities saved for
better partner) with costs
(e.g.. missed
reproductive
opportunities, impaired
social relationship with
target)

Expected sexual
value

Sexual disgust: Sensation
of disgust, disgust facial
expression, motivation to
avoid sexual contact,
and deployment of
functionally coordinated
systems according to

the magnitude of the
expected sexual value

condemnation
with other people

Behaviors likely to
be condemned by
others (lying,
cheating. stealing
rule violations)

Relationship to
target (e.g.,
friendship. kinship)

Integrates condemnation
benefits (mitigating
conflict escalation) with
costs (e.g.. impaired
social relationship with
target)

Expected
condemnation
value

Moral disgust: Motivation
to signal condemnation of
the behavior/person and

ial and vocal expressions
gust

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

Extraido de Tybur et al., 2013.

Aunqgue las investigaciones sobre las emociones se han

centrado principalmente en los seres humanos, cada vez mas se

esta 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 musculos faciales dependiendo
del estimulo 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 deteccion 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 evitacidon en roedores, en
especifico en la especie Mus musculus. Para ello, en los
siguientes apartados de esta introduccion introduciremos las
sefiales olfativas y los componentes neuroanatémicos del SIC,
asi como explicaremos los principales estudios referidos al
modelo de inducciéon de activacion del sistema inmune con

Lipopolisacérido (LPS) de origen bacteriano.
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Representative single frame Difference from neutral

low R ] high

Neutral
baseline

Pain
tailshock

Bitter
quinine

Sweet
sucrose

Active fear
escape

Figura 8: Fotogramas de la grabacion del rostro de un mismo
sujeto experimental durante el test con varios sabores. El sabor
amargo se ha relacionado con la emocion de asco, ya que
conduciria a la evitacion de alimentos potencialmente toxicos.
Extraido de Dolensek et al., 2020.
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Las sefiales de enfermedad que provocan la activacion del
SIC en individuos de la misma especie son el resultado de la
activacion de los sistemas de defensa del individuo enfermo.
Estos sistemas activarian mecanismos fisiologicos para
combatir la enfermedad (e.qg., la aparicién de la fiebre, desarrollo
de células inmunitarias, etc.) y estimularian la realizacion de
adaptaciones en la conducta social que ayudarian a la
recuperacion (e.g. disminucion de la sociabilidad con individuos
ajenos al grupo y aumento con aquellos con los que se tiene
familiaridad optimizando asi el gasto energético) (Lopes, Block y

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

En la especie Mus musculus, como describimos en la
introduccion de esta tesis, la principal fuente de estimulos del
medio es sistema olfativo. El sistema olfativo esta formado por
varios 6rganos, de los cuales destacan el EOP y el OVN en la
deteccién de sefiales de tipo feromonal, incluidos los referidos a
los estimulos de enfermedad de co-especificos (Kavaliers y

Choleris, 2018; Zufall y Leinders-Zufall, 2007). Las sefales de
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enfermedad parecen de requerir del correcto funcionamiento del
OVN. En 2015 el equipo de Rodriguez (Boillat et al., 2015)
publicé un articulo donde recogia una serie de experimentos
realizados en la Universidad de Ginebra con la finalidad de
comprobar qué sistema de sefializacion sensorial era requerido

para la activacion del SIC en ratones.

Para ello, el equipo de Rodriguez comprobd la existencia
de conductas de evitacion 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
experimentacion, uno tratado con LPS y el otro sin tratar. Los
resultados de la medicién de la conducta del ratdbn mostraban
una preferencia de la muestra a explorar el conespecifico no
tratado con LPS respecto del tratado. Estos resultados fueron
replicados en un ensayo con un Unico animal en la caja de
experimentacion y se encontré la misma tendencia de
exploracién respecto a la orina de machos tratados y sin tratar
utiizando como sujetos ratones de la cepa B6CBAF1/J

expuestos a papeles de filtro manchados con orina.

Después de confirmar las hipotesis conductuales respecto

a las sefiales de enfermedad en su disefio experimental,
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midieron la activacion neuronal de su muestra mediante el
marcaje de la proteina c-Fos al entrar en contacto con los
estimulos 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 activacion del BOA sugeria
una activacion 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 habia
extirpado el OVN. Conductualmente, la preferencia en estos
ratones por machos sin tratar con LPS fue eliminada y el equipo
de Rodriguez no encontré las diferencias en activacion
encontradas en el BOA en la exploracion de orina de macho sin

tratar y macho tratado (Figura 9; Boillat et al., 2015).
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Figura 9: Fotografias del marcaje de la activacién neuronal A.
marcaje en rojo de la proteina c-Fos y en Azul DAPI del BOA en
sus partes anterior (a), posterior (p), capaperiglumerular (gl), capa
de células mitrales (mi) y la capa de células granulares (gr). Las
imagenes B, C y D corresponden a la activacion ante agua (B) y
orina de macho sin tratar (C) y tratado (D). Las imagenes Ey F
corresponden a la activacién ante los dos tipos de orina de
ratones con defecto en los canales Trpc2. Extraido de Boillat et
al., 2015
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En 2009 se descubri6 la presencia de una familia de
quimiorreceptores en el OVN que inmediatamente fueron
propuestos como candidatos para mediar la conducta de
evitacion ante sefiales de enfermedad: los Receptores de
Péptidos Formilados (Riviére 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). EI genoma del ratén
contiene siete genes de RPF que son expresados, ademas de
en el OVN, en células del sistema inmune: en concreto, los Fprl
y Fpr-rs2 son transcritos por macréfagos; Fpr-rsl lo es tanto por
células del sistema inmune como por las neuronas de OVN,
encontrdndose en este Ultimo 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; Riviére et al., 2009; Liberles et al., 2009;
Dietschi et al., 2017). Finalmente, los axones de las neuronas
gue expresan estos receptores se dirigen, como el resto de
neuronas sensoriales del OVN, a los glomérulos presentes en el

BOA (Dietschi et al., 2013).

56



Figura 10: a. representacién de un corte coronal del OVN; b-f.
marcaje de los receptores Fpr-rsi, Fpr-rs3, Fpr-rs4, Fpr-rs6 and
Fpr-rs7 en el neuroepitelio del OVN; g. marcaje mediante
inmunohistoquimica de Fpr-rs3 en el soma y las dendritas
(flechas) de neuronas del OVN de un ratén; h. expresion de Fpr-
rs3 en el epitelio vomeronasal de una rata. Extraido de Riviére et
al., 2009.
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Como comentabamos al principio de la introduccién,
cuando mas gregaria es una especie mayor es el riesgo de
exposicion a patégenos. Por lo tanto, al darse esta interseccion
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 hablabamos en la parte
introductoria) nos puede llevar a elucidar como se determinan
las conductas del SIC. Variables sociales como la situacion de
aislamiento, asi como la posicién individual en las jerarquias
grupales y las relaciones sociales positivas, son variables que
influyen en el nivel de estrés y de este modo pueden afectar a la
respuesta fisioldgica 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 recuperacion y evitar expandir sobre el resto

de individuos del grupo el patégeno (Smith y Bilbo, 2021)
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El comportamiento de evitacién de patdgenos se asienta
en un complejo substrato neuronal que modula desde la
recepcibn de la sefal externa hasta la resolucion del
comportamiento motor de evitacion. Este substrato neuronal
probablemente requiera de la coordinacién de la actividad de
varios sistemas neuronales que integren la informacion
sensorial, la saliencia del estimulo, 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).
Asi, Kavaliers y sus colaboradores proponen un modelo donde
interacttan 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 activacion o la inhibicion de los nucleos
de estos circuitos determinard las respuestas conductuales
hacia otros individuos (e.g. conducta de acercamiento o

evitacion, decisiones de copulacion, agresion, cuidado, etc.)

Un nodo importante dentro del procesamiento del
comportamiento social, como comentdbamos en la introduccion
de la tesis, es el complejo amigdalino o amigdala. La amigdala

es considerada como un detector de estimulos prominentes,
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siendo critica para la identificacion y decodificacion de estimulos
sociales y la resolucién de las conductas relacionadas. En
concreto, para la percepcién y procesamiento de los estimulos
olfativos, la Me se presenta como un nucleo clave de integracion
sensorial gracias a la convergencia en ella de informacién del
MOE y del OVN (Cherry y Baum, 2020; Holy, 2018; Gutierrez-
Castellanos et al., 2010; Cadiz-Moretti et al., 2013). Ademas,
desde la Me, se dirigirdn aferencias a nucleos del sistema de
toma de decisiones como la Corteza Prefrontal (Leschak et al.,
2022) y nucleos del sistema de recompensa que determinaran
la valencia afectiva y el nivel de incentivo para realizar conductas
de aproximacion o evitacion (Newman, 1999; O Connell y
Hofmann, 2012). Finalmente, otro nucleo del Complejo
Amigdalino relacionado con conductas de evitacién ha sido el
Nucleo Posteromedial de la Amigdala Cortical, que se encuentra
bilateralmente conectada con la Me y se ha encontrado que su
activacion ante hembras tratadas con LPS parece ser suficiente
para disminuir significativamente las conductas de copula de los
machos, aunque no parece afectar a la conducta social entre
machos cuando el conespecifico ha sido tratado con LPS (Kwon

et al., 2021).
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Figura 11: A. Representacion de un corte sagital del encéfalo de
raton con las regiones cerebrales relacionadas con la conducta
de evitacién de patdégenos en ratones marcadas. Las lineas
discontinuas indican las regiones candidatas. B. Propuesta de
Kavaliers et al. 2022 de las vias neuronales que influyen en el
comportamiento de evitacion de patbgenos. MOS= Bulbo Olfativo
Principal; AOS= Sistema Olfativo Accesorio; PFC= Corteza
Prefrontal; IC= Corteza Insular; BNST= Nucleo del Lecho de la
Estria Terminal; MeA= Amigdala Medial; CoApm= Nicleo
Posteromedial de la Amigdala Cortical. Modificado de Kavaliers
et al., 2022.
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Otra region encefélica importante, necesaria para la
expresion de estados afectivos, especialmente los relacionados
con la emocién del asco, es la Corteza Insular (Cl). Su conexion
con componentes del RSC y el sistema cerebral de recompensa
le convierten en un nodo importante en la modulacion de los
comportamientos referidos a la evitacion de patdégenos (Rogers-
Carter et al., 2018). Se ha encontrado, ademas, que la region
posterior y la region anterior de la Cl se encargan de diferentes
funciones dentro del SIC. Por un lado, la parte Posterior de la Cl,
al inactivarse farmacolégicamente, elimina en ratas la evitacién
de conespecificos tratados con un imitador virico (Rieger, Worley
y Christianson, 2022). Finalmente, la parte Anterior de la Cl,
conectada la Me y la Amigdala Basolateral (Kayyal et al., 2019),
cuando es activada farmacol6gicamente inicia el desarrollo de
las expresiones faciales en ratones referidas al asco al
presentarles a estos animales Cloruro de Litio (Dolensek et al.,

2019).

62



A continuacion  enumeraremos, experimento a
experimento, las hipotesis de inicio en cada uno de ellos.
Primero, en los experimentos de preferencia con orina de

especimenes Mus musculus las hipétesis fueron:

1. Los componentes no volatiles de la orina de macho no
tratado con LPS produciran preferencia estadisticamente
significativa respecto a los componentes no volatiles de
la orina de hembra.

2. Los componentes no volatiles de la orina de macho
tratado con LPS no producirdn preferencia
estadisticamente significativa respecto a la orina de
hembra.

3. Los componentes no volatiles de la orina de macho sin
tratar  produciran preferencia  estadisticamente
significativa respecto a los mismos de la orina de macho
tratado con LPS.

4. Los componentes volatiles de la orina de macho no
tratado y de macho sin tratar no provocaran diferencias

estadisticamente significativas en el tiempo en que los
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sujetos de nuestra muestra se encuentran cerca de los
mismos.

5. Los componentes volatiles de la orina de macho (tratado
con LPS vy sin tratar) provocaran de manera
estadisticamente significativa que los ratones hembra de
nuestra muestra pasen mas tiempo cerca de estos

respecto a los componentes volatiles de orina de hembra.

En la Tabla 1 presentamos las formulas que condensan

las hipétesis antes expresadas:

Hi Formula
Exptos. de 1 T(noV)gnor > T(NOV)o
Preferencia
con Orina
2 < T(noV)e
3 < T(nOV)‘;i“‘noT
4 T(V) 'noT —
5 [ T(V)anot & 1 >T(V)e

Tabla 1: Tabla resumen de las hipétesis de trabajo para los
experimentos de preferencia con orina de ratén. Los colores
sefialan el tipo de estimulo: 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. Simbolos: T= tiempo; noV= condicién de
exposicion a componentes no volatiles de la orina; V= condicion
de exposicion a volatiles de orina; dnoT= orina de macho no
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tratado con LPS; J&'siT= orina de macho si tratado con LPS; @=
orina de hembra.

Posteriormente el experimento que fue realizado fue el
experimento de activacion neuronal mediante marcaje de la

proteina c-Fos. Las hipotesis de trabajo fueron:

6. Los sujetos de nuestra muestra mostraran una tendencia
estadisticamente significativa a permanecer cerca de la
orina de macho sin tratar respecto a la orina de macho
tratado con LPS y al estimulo neutro.

7. Los sujetos de la muestra no pasardn de manera
estadisticamente significativa mas tiempo cerca de la
orina de macho tratado con LPS que cerca del estimulo
neutro.

8. Encontraremos de forma estadisticamente significativa
un mayor nimero de neuronas marcadas en la capa
granular del nicleo BOA en los grupos expuestos a orina
respecto al grupo expuesto a estimulo neutro.

9. Encontraremos de forma estadisticamente significativa
mayor nimero de neuronas marcadas en los nucleos

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 estimulo neutro.

10. Por otro lado, encontraremos que el grupo expuesto a
orina de macho no tratado posee mayor marcaje
neuronal en los nucleos MePD y VMH-VL que los grupos

expuestos a macho tratado con LPS y a estimulo neutro.

Hi Formula
Exp. de 6 Tanor > & Tn]
Activ.
Neu. 7 < T,
8 ABOA)N< [ & A(BOA)znot]
>
9 [A(MePV/VMHDM)znot & A(MePV/VMHDM)\]
i A(MePD/VMHVL)znor >
[ & A(MePD/VMHVL)\]

Tabla 2: Tabla resumen para las hipétesis de trabajo para el
experimento de activacién neuronal usando orinade ratén macho.
Los colores sefialan el tipo de estimulo: el color azul la orina de
macho sin tratar; el color verde laorina de macho tratado con LPS;
el color gris el estimulo neutro. Simbolos: T=tiempo; A= marcaje
de c-Fos; BOA= Bulbo Olfativo Accesorio; MePV= Amigdala
Medial Posteroventral; MePD = Amigdala Medial Posterodorsal;
VMHDM= Hipotalamo Ventromedial Dorsomedial; VMHVL=
Hipotalamo Ventromedial Ventrolateral; dnoT= orina de macho no
tratado con LPS; JsiT= orina de macho si tratado con LPS; N=
estimulo 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
estimulos procedentes de machos y hembras en forma de viruta

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

11. Los sujetos de nuestra muestra pasardan mas tiempo
cerca de los estimulos de viruta de manera
estadisticamente significativa respecto a los estimulos de
orina.

12. El tiempo que los animales en fase de estro pasaran
explorando los estimulos ser& estadisticamente igual al
gue pasan en las fases no estro.

13. El tiempo que los animales pasaran explorando la viruta
de macho sera estadisticamente mayor respecto a la
viruta de hembra.

14. El tiempo que los animales pasaran explorando la orina
de macho sera estadisticamente mayor respecto a la

orina de hembra.
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Hi Férmula
Viruta 11 T(Vr)>T(Or)
vsEstro T(E) = T(noE)

13 TVN): > TOV)e

14 T(On): > T(On):

Tabla 3: Tabla resumen para las hip6tesis de trabajo para el
experimento de viruta vs orina/estro vs no estro. Los colores
sefialan el tipo de estimulo: el color azul la orina de macho; el
color rojo el estimulo de hembra. Simbolos: T=tiempo; Or= Orina;
Vr= Viruta &= estimulo de macho; 2= estimulo de hembra.

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 atraccion/evitacién, respectivamente. Asi, las

hipdtesis experimentales fueron las siguientes:

15. La condicién donde se presenta el estimulo D presentara
una ratio significativamente mayor que la condicién
donde se presenta estimulo PF y la ratio de la condicion

donde solo se presenta estimulo neutro.
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16. El estimulo PF presentara, de manera estadisticamente
significativa, una ratio igual o menor que la ratio del

estimulo neutro.

I Hi Férmula
D vs PF 15 To>Tpr & TN
16 Tee< TN

Tabla 4: Tabla resumen para las hipétesis de trabajo para el
experimento de preferenciaentre Dy PF. Los colores sefialan el tipo
de estimulo: el color azul la Darcina; el color gris los Péptidos
Formilados; el color negro el estimulo neutro. Simbolos: T=tiempo;
D= Darcina; PF= Péptidos Formilados; N= estimulo neutro.

A continuacion, fue realizado el experimento de virutade
macho tratado con LPS I, en el que usamos viruta de macho
tratado con una inyeccién de Lipopolisacarido (LPS) de origen
bacteriano durante cuatro horas antes de la extraccion de la

viruta. Para este experimento las hipétesis de partida fueron:

17.El estimulo de viruta sucia por macho sin tratar
presentard una ratio respecto al estimulo neutro junto con
el que es presentado en la situaciobn experimental
significativamente mayor que el estimulo de viruta de

macho tratado con LPS frente a su correspondiente
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estimulo neutro y el estimulo neutro con el otro estimulo
neutro presente en la caja.

18. El estimulo de viruta de macho tratado con LPS
presentardq, de manera estadisticamente significativa,

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

I Hi Férmula
Viruta 17 Tanor > & Tn
LPSI 18 <Tn

Tabla 5: Tabla resumen para las hipétesis de trabajo para el
experimento de preferenciade viruta LPS |. Los colores sefialan el
tipo de estimulo: el color azul laviruta de macho sin tratar; el color
verde la viruta de macho tratado con LPS; el color negro el
estimulo neutro. Simbolos: T=tiempo; dnoT= viruta de macho no
tratado con LPS; JdsiT= viruta de macho si tratado con LPS; N=
estimulo neutro.

A continuacion, fue realizado el experimento de virutade
macho tratado con LPS Il, cuya diferencia con el anterior reside
en la duraciéon del tratamiento con LPS antes de la recogida de

la viruta, en este caso de 12 horas. Nuestras hip6tesis respecto

al este experimento fueron:

19. El tiempo total que los animales de nuestra muestra

pasaran cerca del estimulo de viruta manchada de
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20.

21.

22.

23.

macho sin tratar seré estadisticamente mayor respecto al
tiempo que pasaran cerca del estimulo de viruta
manchada por macho tratado de LPS y del estimulo
neutro.

El tiempo total que los animales macho de nuestra
muestra pasaran cerca del estimulo de viruta de macho
sin tratar sera estadisticamente mayor respecto al tiempo
gue pasaran cerca del estimulo de viruta por macho
tratado de LPS y del estimulo neutro.

El tiempo total que los animales hembra de nuestra
muestra pasaran cerca del estimulo de viruta de macho
sin tratar sera estadisticamente mayor respecto al tiempo
gue pasaran cerca del estimulo de viruta de macho
tratado de LPS y del estimulo neutro.

Los sujetos macho no pasaran cerca de la viruta de
macho sin tratar mas tiempo de forma significativa que
los sujetos hembra.

Los sujetos macho y los sujetos hembra de la muestra no
presentaran diferencias estadisticamente significativas
en el tiempo en que ambos grupos pasan cerca de la

viruta de macho tratado con LPS.
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Hi Férmula
Viruta 19 Tanot > & Tn
SRS 20 T(@)anor > & T(A)n
21 > & T(P)N
22 T(3)anot € T(Q)3noT
23 =

Tabla 6: Tabla resumen para las hip6tesis de trabajo para el
experimento de preferencia de viruta LPS Il. Los colores sefialan
el tipo de estimulo: el color azul la viruta de macho sin tratar; el
color verde la viruta de macho tratado con LPS; el color negro el
estimulo neutro. Simbolos: T= tiempo; &= grupo de machos; 9=
grupo de hembras; dnoT= viruta de macho no tratado con LPS;
JdsiT=viruta de macho si tratado con LPS; N= estimulo neutro.

Finalmente, el ultimo 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 hipotesis de

partida fueron las que siguen:

24. Todos los animales de nuestra muestra pasardn mas
tiempo cerca del animal no tratado que del animal tratado
con LPS y del estimulo neutro.

25. El tiempo total que los animales macho de nuestra
muestra pasaran cerca del animal no tratado sera

estadisticamente superior respecto al tiempo que

72



pasaran cerca del animal tratado de LPS y del estimulo
neutro.

26. El tiempo total que los animales hembra de nuestra
muestra pasaran cerca del animal no tratado sera
estadisticamente superior respecto al tiempo que

pasaran cerca del animal tratado de LPS y del estimulo

neutro.
Hi Formula
Animal 24 Thot > & Tn
INVIVO 1 o5 T(S)nor > & T(O)n
26 > & T(@N

Tabla 7: Tabla resumen para las hipétesis de trabajo para el
experimento de animal in vivo. Los colores sefialan el tipo de
estimulo: el color azul el animal sin tratar; el color verde el animal
tratado con LPS; el color negro el estimulo neutro. Simbolos: T=
tiempo; d=grupo de machos; = grupo de hembras; noT=animal no
tratado con LPS; siT=animal si tratado con LPS; N=estimulo neutro.

73



En los experimentos que presentaremos a continuacion,
en los que usamos orina de ratén como estimulo, 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 | comprados con 8 semanas de
edad; en el Experimento de Preferencia Il, 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 Activacion 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
Etica sobre Experimentacion Animal de la Universidad de

Valencia y por la Direccion 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 cddigos de
aprobacién son mostrados en la Tabla 8 junto con los datos de

los animales usados en los experimentos llevados a cabo:

N Cepa Sexo Edad! Cédigo?
Exp. de Preferencia l 30 cp1 @ 10 A1422608800108
Exp. de Preferencia ll 30 8
CD1 @ A1463579908516
Exp. Act. Neuronal 21 26
Exp. de Preferencia lll 8
. 24 csa @ A1536748473993
Exp. de Viruta | 26
Exp. de Viruta ll 18 cp1 @ 8 A20191115164620
Exp. de Viruta Il 10 cp1 @ 30  A20210115233717
. L 8 CD1 ®
Exp. de Animal in vivo 10 A20210115233717
8 chl  @f
) 8 cor @
Exp. de Viruta IV 18 A20210115233717
8 cbl @&

Tabla 8: Tablamostrando las caracteristicas de los sujetos usados
en los experimentos presentados en la Parte |l sobre sefiales de
enfermedad. Edad en semanas. 2Cédigo de aprobacion por el
Comité de Etica.

Por ultimo, los sujetos experimentales tenian experiencia
previa con los estimulos al haber sido criados hasta el momento
de su envio al laboratorio por la casa de crianza con

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

los estimulos olfativos que fueron presentados.
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El protocolo de estabulacion fue el mismo para todos los
animales experimentales, independientemente del protocolo
especifico. Asi, todas las ratonas fueron estabuladas en un
espacio del laboratorio especialmente preparado para ello, a una
temperatura de 22-24 °C con una humedad relativa al 70%.
Finalmente, el ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas con la luz

de la habitaciéon programada para encenderse a las 8 am.

La alimentacion consistio en la administracion de un
pienso estandar para roedores de la especie Mus musculus, sin
ninguna caracteristica 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 estabulacibn consistieron en cajas
transparentes de propileno con tapa de alambre (215 x 465 x 145
mm, ref.1000, Panlab, Barcelona, Espafia). Para favorecer la
habituacion 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. Ademas, el marcaje con tinta en la
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cola fue realizado en este momento para favorecer su
habituacion. Se ha comprobado en estudios la importancia de
reducir estos dos factores de estrés al ampliar el tiempo de
adaptacion a los mismos (Dahlborn et al., 2013). Finalmente, se
les fue proporcionado papel triturado como material de anidacién

y enriquecimiento ambiental (tubos y trozos de carton).

Para los estudios de orina, utilizamos tres tipos de
estimulos: orina de hembra, orina de macho sano y orina de

macho tratado con LPS:

La orina de hembra que presentaremos a continuacion
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 alicuotas de 50 pl y
conservada a -20°C grados hasta el dia de los respectivos

experimentos.
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Para obtener la orina de macho usada como estimulo 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.

I N Cepa Sexo Edad Protocolo
Obtencion de Orina 26  C57 8 Exp. de Pref. |
Exp. de Pref. Il

Obtenciéon de Orinall | 25  C57 8 Exp. de Pref. lll

Exp. de Act. Neu.
Tabla 9: Tablamostrando las caracteristicas de los sujetos usados
en la obtencion de orina para los experimentos presentados en el
apartado de Estudios de Preferencia de la Parte Il sobre sefiales
de enfermedad.

Para el procedimiento utilizado en ambos casos para la
obtencion de la orina de macho hicimos uso de la técnica de la
miccién libre (Watts, 1971). Asi, colocandonos 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 indice y el dedo pulgar. Posteriormente, el animal seri

colocado sobre una placa Petri puesta sobre un papel de

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

La orina obtenida de los 25 machos usando esta técnica
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Parte II; Estudios con el Modelo de LPS

se recolectd en tubos Eppendorf de 2 ml con una pipeta
automatica 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 100ul cada uno.

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

Figura 12: Ratén macho de la cepa C57 siendo manipulado
para la obtencién de orina con la técnica de la Miccién
Libre descrita.
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Para obtener el estimulo con sefiales de enfermedad
utilizamos el modelo de Lipopolisacarido (LPS) utilizado en
investigacion de conducta de ratones por Boillat et al. (2015).
Asi, después de la recoleccion de la orina de ratbn macho sin
tratamiento, sobre los mismos machos aplicaremos una
inyeccion 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 inyeccion, dejando
tiempo para una activacion suficiente de sistema inmune con
sintomas similares a los de una infeccién bacteriana (Dantzer et
al., 2008) y con los sujetos dando muestras claras de malestar,
la orina fue recolectada siguiendo el mismo procedimiento de
miccién libre descrito en el apartado anterior. El procesamiento

de la orina 'y su conservacién también fue la misma.
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En el presente apartado explicaremos la metodologia
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 seccion en subapartados. Asi,
el primero de estos describiran las generalidades de los
protocolos para, posteriormente, explicar las particularidades de

cada uno.

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 estabulacion. Cada caja correspondera a uno
de los grupos experimentales y realizamos esta divisibn una
semana antes de la realizacion del protocolo para evitar

estresores sociales que puedan afectar al comportamiento.
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Posteriormente, en la semana de experimentacion, se
realizaron tres dias de habituacion. En estas, se le presentaba a
los animales un estimulo neutro consistente en una solucién
salina (0,9%) en ambos lados de la caja de experimentacion.
Tanto la cantidad de estimulo neutro presentado como el tiempo
de duracion de la prueba seran iguales en la fase de habituacion

y en la siguiente fase de exposicion.

A B

Figura 13: Disefio de los botes de cristal (4,5 cm de alturay 4,5cm
de diametro) utilizados para los estudios de preferencia. (A) El
modelo A fue usado el dia de exposicién a volatiles. Como
podemos observar, se han dibujado pequefios 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 experimentacion.
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Finalmente, comenzara la fase de presentacion de los
estimulos de orina. Esta fase fue dividida en dos dias: en el
primero se restringid el contacto directo de los animales
experimentales al estimulo, evitando asi la accién del Bombeo
Vomeronasal y permitiendo solo la deteccion de particulas
volétiles por el sistema olfativo. El quinto dia, finalmente, se les
presento el estimulo de tal manera que tuvieran completo acceso
al mismo, permitiendo el Bombeo Vomeronasal anteriormente y
con esto la deteccion de feromonas que provocan. Estas
feromonas, en la especie Mus musculus, son proteinas no
volétiles que requieren del OVN y del Bombeo Vomeronasal para
ser detectadas (Martinez-Ricés et al., 2008; Dgving & Trotier,
1998). Para bloquear el acceso al estimulo modificamos la tapa
de unos botes de cristal. En la condicion de volétiles colocamos
el papel en la base del bote y mediante unos agujeros en la tapa
garantizamos el acceso del raton a las moléculas volatiles
mientras bloquedbamos el acceso directo al estimulo. Por otro
lado, en el momento de presentar los estimulos involatiles la tapa
presentaria una mayor abertura, donde pegariamos el sustrato
del estimulo (papel de filtro) mediante celo en la parte interna de

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

Sujetos no Aleatorizados  Aleatorizacion en tres grupos  Fase de Habituacién  Exposicion a Volatiles  Exposicion a Invol.

—— f— [ Il .
el
A _
LB
|
A B
Fase Pre-experimental Experimentacion Dia1a3 Dia4 Dia5

Figura 14: llustracién del protocolo experimental realizado en los
experimentos de preferencia de orina presentados en este
apartado. En la parte superior de la figura se sefialan las acciones
realizadas segln lalineatemporal sefiala en la parte inferior. Cada
linea de color marca una situaciéon experimental: la linea roja
sefiala los ratones hembra de la condicion Orina de Hembra vs
Orina de Macho Sano; La linea verde marca el grupo expuesto a
Orina de Hembra vs Orina de Macho LPS; La linea azul sefala el
grupo expuesto a Orina de Macho Sano vs Orina de Macho LPS.

Los estimulos fueron distribuidos en la caja de
experimentaciéon de manera que cada uno de ellos resultara
perfectamente accesible, pero en lados contrarios de la caja para
forzar su eleccion. Asi pues, cada grupo de animales de
experimentacion fue expuesto a dos de los estimulos de orina
para explorar. Es decir, el primer grupo seria expuesto a Orina

de Hembra en un lado contra Orina de Macho Sano; el segundo
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grupo a Orina de Hembra contra Orina de Macho LPS; y el tltimo

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

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 habia separacion
fisica entre los estimulos, es decir, no fue colocada ninguna

barrera con puerta a la mitad de la caja.

La muestra de animales experimentales consistié 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 estimulo consistié en 500 pl a una concentracion 1:5 de
Orina con Solucion Salina (0,9%) los dias de exposicion a
volatiles e involatiles. Los dias de habituacion, el estimulo
colocado en el sustrato consistié en 500ul de Solucion Salina
(0,9%). La presentaciéon de la Orina fue contrabalanceada

durante los dias de exposicion, colocando cinco animales con
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los estimulos en una posicién y los cinco siguientes en la
contraria (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 ultimos cinco animales del grupo). La colocacién de los
animales en la caja experimental en el momento de la exposicion
también fue contrabalanceada, colocando los primeros cinco

animales en un lado y los siguientes cinco en otro.

Finalmente, el tiempo de exposicion en los ensayos tanto
en la fase de habituacion como en la fase experimental fue de

300s.

En este experimento utilizamos una caja experimental
diferente a la del Experimento de Preferencia |. 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

consistié en 30 sujetos hembra de la especie Mus musculus de

86



la cepa CD-1y el estimulo de orina fue presentado en la misma
proporcion con solucion salina y en la misma cantidad (i.e. 1:5y

500pl respectivamente).

Finalmente, sefalar que el tiempo de presentacion del
estimulo fue el mismo (300s) asi como el procedimiento de
colocacion de botes y del animal de experimentacién en la caja

(i.e. con contrabalanceo).

En el Ultimo experimento con orina que vamos a presentar
usamos la misma caja que en el Experimento de Preferencia |
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 articulo
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 deteccion de sefiales de
enfermedad decidimos optar por la cepa C-57 en la que el gen

de este habia sido confirmado (Stempel et al., 2016). Asi, esta

87



cepa expresa dicho receptor y se han publicado articulos
sefalando un efecto negativo en la exploracion de ratones C-57
ante la Orina de ratones tratados con LPS (e.g. Boillat et al.,

2015).

Finalmente, la presentacién de los estimulos presenté la
misma dindmica que los anteriores experimentos respecto a la
presentacion de los estimulos y la posicién de los ratones en la
caja al inicio del ensayo. El tiempo por ensayo, por otro lado, fue

ampliado 600s (10 min).

La muestra consistié en 24 ratones hembra de 26 semanas
de edad en el momento de empezar el experimento. Como
podemos observar en la Tabla | estos animales fueron los
mismos que fueron usados en el Experimento de Preferencia Il
y, por lo tanto, ya habian tenido experiencia con los estimulos

presentados.

La estabulacion se realiz6 dividiendo a las ratonas en tres
cajas de ocho animales y las condiciones de estabulacién fueron

las descritas anteriormente para los estudios de Preferencia.
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El protocolo para estudiar la activacion neuronal ante
estimulos de orina LPS consisti6 en dos fases: la Fase de
Habituacion y la Fase de Exposicion y Perfusion. La finalidad de
la Fase de Habituacién fue la eliminacién de la expresion de
proteina c-Fos indeseada el dia de la experimentacion por la
sobreestimulacion que pudiera provocar la hovedad, habituando
asi a los animales experimentales a los aspectos menos
relevantes del experimento. Asi, durante los tres dias anteriores
a la fase de exposicion los experimentadores colocaban a las
ratonas individualmente en cajas de metacrilato opaco (250mm
X 500mm x 300mm). Cada ensayo experimental tuvo una
duracién de 300s (5 min). En el centro de la caja colocdbamos
un bote en cuya tapa se habia dispuesto un agujero en el centro
en el gue se colocaba un papel de filtro (40mm x 40mm) que
haria de sustrato para la colocacién del estimulo. En el caso de
la habituacion, en todos los grupos el papel era empapado con
250 pl de solucién salina a una concentracién del 0,9%. Un
ejemplo de como fue dispuesto todo en la situacion experimental

lo encontramos en la llustracion 3.
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Figura 15: Ejemplo de test de conducta en el experimento
de Activaciéon Neuronal. Podemos observar que a los
animales experimentales les ha sido facilitado el acceso al
estimulo posicionandolo en el centro. La imagen ha sido
extraida de una grabacion de un dia control.

El tercer dia del procedimiento era dedicado a la
exposicion de las ratonas al estimulo correspondiente. En el
caso de los sujetos del grupo Control este consistié en 250ul de
Solucién Salina (0,9%), al igual que en la Fase de Habituacion.
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 250l
de orina. La orina no fue diluida en esta ocasion para asegurar

la efectividad del estimulo para provocar activacion neuronal.
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Posteriormente a esta fase de exposicién, a los 90 minutos
de la misma, fue realizada la perfusion del animal y la extraccion
del encéfalo. La eleccién de esta franja de tiempo se hizo
teniendo en cuenta el pico de expresion de proteina c-Fos en las
neuronas del encéfalo (Sng et al., 2004; Herdegen & Leah, 1998;

Kovacs, 2008).

Las cajas donde se realizaba las fases de habituacion y
experimentacién eran minuciosamente limpiadas primero con
alcohol de 70° y por dltimo con agua destilada después de la
exposicion de cada ratona. Asi, se evitaba que olores extrafios
a los deseados afectaran la conducta de las ratonas. Ademas de
ello, puesto que los ratones son una especie facilmente
estresante por el ruido ambiente, todas las fases experimentales

se realizaron en una habitacion libre de ruido.

Todo este proceso queda ilustrado en la Figura 16:
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Figura 16: llustracion del protocolo en el que se exponen los
pasos de experimentacion realizados. Primero, los animales
estaban agrupados en tres cajas con ocho ratonas cada una;
Segundo, cada semana de experimentacion 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 experimentacién;
Tercero, la experimentacion fue dividida en dos fases: tres dias de
habituacién y uno de experimentaciéon; Cuarto, el dia de
experimentacion fue realizada la Exposicion a los estimulos de
orina (i.e., Macho Sano, Macho LPSy Control) y a los 90 minutos
de la misma fue realizada la Perfusion de los animales de
experimentacién.

Después de la exposicion a los estimulos los animales
fueron sacrificados mediante una dosis eutanasica de
Pentobarbital Sodico (92 mg/Kg de peso del animal) diluido en
una solucion de etanol (20ml de Etanol, 8ml etilenglicol y 72ml
agua destilada) de 0,012 ml/g administrada mediante inyeccion

intraperitoneal.
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El procedimiento de perfusion de los animales fue
realizado en una campana extractora de fases. Para la limpieza
de los vasos sanguineos se utilizé entre 20 y 40ml de Solucion
Salina (0,9%). Esta solucion fue inyectada en el sistema
circulatorio del animal mientras este estaba profundamente
anestesiado aguja colocada en el ventriculo izquierdo del
corazén. La solucién fue impulsada dentro del animal por una
bomba de inyeccién de jeringa. Posteriormente, para la fijacion
del encéfalo, fueron utilizados 80ml de Paraformaldehido (PFA)

al 4% en todos los animales.

Una vez acabada la perfusion el encéfalo era extraido del
craneo y dejado en postfijacion por un periodo de 4 horas en un
vial con PFA (4%) a una temperatura de 4°C. Al finalizar el
periodo de postfijacion el encéfalo era colocado en una Solucién
de Sacarosa (30%) como crioproteccion hasta que se observaba
que estaban hundidos, momento en el que pudieron de ser

cortados.
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Los cortes de los encéfalos fueron realizados en un
microtomo de congelacion de usando Solucién de Sacarosa
(30%) como crioprotector. Los cortes fueron realizados en un
plano coronal (frontal) con un grosor de 40um. Los Bulbos
Olfativos (BO) también fueron cortados en este plano y
previamente a la realizacion 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 solucion de Sacarosa (30%) para
crioprotegerlos. Finalmente fueron almacenados en un
congelador a -20C° hasta el dia en que se realiz6 la

inmunohistoquimica.

El procedimiento de marcaje de la proteina c-Fos fue

realizado como sigue:

1. Se someti6 a los cortes a una solucién de Tampon Tris

salino (TBS) con un 3% de Perdxido de Hidrégeno (H20-;

94



Panreac) para reducir la actividad de las peroxidasas
endogenas durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se realiz6 una preincubacién 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 proporcién de los componentes
de la solucion 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.

El siguiente paso consistié en la incubacion de los cortes
con el anticuerpo primario Rabbit-anti-Fos (Santa Cruz
Laboratories, Santa Cruz, CA, USA) a una dilucion de
1:500. En esta misma incubacion se afiadié 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
°C.

Finalizado el periodo de incubacién del primario, y tras
lavar los cortes en TBS, se inicid la incubacién de los
cortes en el anticuerpo secundario Goat-anti-Rabbit

marcado con biotina (Vector Laboratories) a una dilucion
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1:200 con 0,3% de Triton X-100y un 3% de NGS en TBS.
El periodo de incubacion se realiz6 a temperatura
ambiente durante un periodo de tiempo de 2 horas.
Después de lavar el anticuerpo secundario se incubaron
los cortes en una solucién con el complejo Avidina-
Biotina-Peroxidasa (Vectastain ABC kit, Vector Labs, PK-
6100, Burlingame, CA, USA) con la proporcién indicada
por el laboratorio fabricante (2 gotas del complejo A mas
2 gotas complejo B por cada 5 ml de TBS) junto con un
0,3% de Triton X-100. La incubacion fue realizada a
temperatura ambiente y durante un periodo de tiempo de
90 minutos.

Finalmente se realizd6 el revelado mediante
Diaminobencidina (DAB) al 0,025% y 0,01% de H»0, en
Tampon Tris dejando los cortes durante un tiempo
comprendido entre 15/20 minutos dependiendo de la
valoracion que se hizo sobre el desarrollo del marcaje de
la proteina objetivo.

Entre cada incubacion fueron realizados tres lavados de
TBS durante 5 minutos cada uno excepto durante la

preincubacion y la incubacién del anticuerpo secundario.

96



Asi, después de realizar la incubacion 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 colocacién en placas de vidrio. La
colocacion de los cortes fue realizada en portas con una
disolucién con un 0,2 % de gelatina (VWM, Prolabo Chemicals,
Leuven Belgium), Azida Sédica y TB. Una vez montados en
portaobjetos, se procedi6 a la deshidratacion de los cortes
mediante el uso de alcoholes y Xilol y se cubrieron utilizando la

resina Entellan para su conservacion.
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Fase Reactivo Tiempo

Lavado de Cortes en TBS

Reduccion Peroxidasas H202 15 min
Lavado de Cortes en TBS

Preincubacion NGS + Triton X-100 560 min

Incubacién Anticuerto | Rabbit-anti-Fos (1:500) 48 horas

Lavado de Cortes en TBS

Incubacién Anticuerpo I !Goat—anti-Rabbit (1:200) ;120 min

Lavado de Cortes en TBS

Incubacién Complejo ABC ]Avidina—Biotina—Peroxidasa 90 min

Lavado de Cortes en TB

Revelado iDAB (0,025%) + TB 110-15 min

Lavado de Cortes en TB

Tabla 10: Resumen del procedimiento de inmunohistoquimica seguido
para el revelado de la proteina c-Fos.

La variable dependiente en la parte conductual de este
protocolo fue evaluada de forma manual por un investigador
ciego a las hipotesis del estudio y sin conocimientos de los
grupos experimentales que estaba evaluando. Para asegurar el
desconocimiento de a qué grupo experimental pertenecia cada

raton (i.e., que estimulo fue presentado en cada ensayo) se
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elabor6 un codigo aleatorio asignado a cada raton cuya
correspondencia con el cbédigo experimental solo conocia el
investigador principal. Asi, se recopilé en segundos el tiempo
gue cada animal pasaba en un radio de 5¢cm alrededor del centro
del estimulo. Para la adquisicion 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 activacion neuronal medida con un
marcador de la proteina c-Fos en los cortes de los encéfalos de
los sujetos experimentales, esta fue medida usando el programa
ImageJ 1,51 K. Las fotografias para el conteo del marcaje fueron
realizadas mediante una cadmara Olympus XC50 integrada en un
microscopio Optico 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 estereotdxico de Paxinos y Franklin (2001),
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situdndonos en las coordenadas de Bregma expuestas en la

tabla siguiente:

Tabla 11: Altura en el eje antero-

Estructura Bregma posterior escogida para el analisis
MePD _146mm |del marcaje para los nacleos
MePV —1.46 mm Posteromedial Dorsal (MePD) y

Ventral (MePV) de la Amigdala;

VMH —1,46mm | hara el Hipotadlamo Ventromedial

AOB 3,56 mm (VMH); y para el Bulbo Olfativo
Accesorio (AOB).

Figura 17: Representacion de la posicion espacial de los nucleos
donde fue examinado el marcaje. A: llustracion de un corte sagital
de un encéfalo de ratdén, donde se indican algunas estructuras.
Las lineas rojas discontinuas indican la altura segun las
coordenadas de Bregma donde se han analizado las estructuras;
B: Representacion de la zona de los Bulbos Olfativos estudiada.
En azul la capa de células granulares; C: Representaciéon de los
nicleos de la amigdala (MePD= rojo oscuro; MePV=rojo claro), el
tracto éptico (gris) y los nucleos del hipotdlamo (VMH-VL= verde
oscuro; VMH-DM= verde intenso). Modificado de Paxinos y
Franklin (2001).

100



Para analizar las imagenes con el ImageJ 1, 51 K estas
fueron tratadas de la siguiente forma: primero se convirtieron a
escala de grises (8-bit); por udltimo, se ajusté el umbral de
binarizacién al 80% de la moda y se binarizaron las imagenes en

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

Figura 18: Procesamiento de imagen de los cortes realizado
mediante el programa ImajeJ 1, 51 K. A: imagen original extraida
con el microscopio Olympus CX41RF-5; B: transformacién de la
imagen original a 8-bit; C: binarizacién en blanco en negro para
su posterior analisis.

Finalmente, una vez tratadas las imagenes se realizaron
los analisis en un area de 200pm x 200um en el nucleo objetivo.
Para el andlisis automatico, solo fueron contabilizadas como
neuronas aquellas marcas que poseian un tamafio igual o mayor

a 40 pixeles.
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La muestra consisti6 en 24 especimenes hembra Mus
musculus de la cepa C-57 de 26 semanas de edad. Estos
animales fueron reutilizados del Experimento de Preferencia lll
anteriormente descrito, por lo que no eran naive a los estimulos
presentados. Sin embargo, presentaban un buen estado de
salud y aun se encontraban en periodo reproductivo, por lo que
se supone su receptividad a estimulos sexuales como los

estudiados en este capitulo.

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
pertenecian a ratonas que serian 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 coloco un

bote de cristal abierto con unos 15g de viruta de raton macho
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sano C-57 sexualmente activo estabulado individualmente. La
finalidad detrés de la colocacion de la viruta de macho fue la
comprobacion del hecho que resaltaban algunos articulos
publicados de la importancia de las fases del ciclo estral para la
detecciéon de las PUPs, siendo maxima en Estro y minimo en
diestro (Dey et al., 2015; Baum et al., 2018; Kunkhyen et al.,

2018)

Esto se hizo asi 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 atracciéon a
feromonas de ratbn macho. Finalmente, el estimulo fue colocado
aproximadamente 72 horas antes del dia en que se realiz6 la

exposicion al estimulo.
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Tanto la Orina de Hembra como la Orina de Macho Sano
gue han sido utilizadas en este experimento proceden de la
misma fuente que la usada en el experimento de preferencia lll.
l.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 extraccion de Orina (véase tabla Il)

En el caso del estimulo 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. Asi, juntamos en un mismo
conjunto la viruta sucia de cuatro ratones machos con las
caracteristicas anteriormente descritas y las utilizamos tanto
para la fase de exposicion 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.

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 estimulo
de Macho (bien sea Orina de Macho o Viruta de Macho) el dia
de la exposiciéon. Para evitar posibles sesgos por la ubicacion
espacial del sujeto o de los estimulos la mitad de los animales y
los estimulos de macho estuvieron colocados en el lado contrario
para hacer de contrabalanceo. Por otro lado, el estimulo fue
presentado en un bote de cristal de 45mm de diametro y 45mm
de altura similar al usado en los experimentos de preferencia
explicados anteriormente. Todos los sujetos tuvieron acceso
completo al estimulo, id est, a los componentes tanto volatiles

como no volatiles.

El procedimiento puede dividirse en tres fases bien

diferenciadas: la fase Pre-Experimental o de estabulacion previa
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al procedimiento; la fase de Habituacion; y la fase de Exposicion.

Un esquema visual del procedimiento lo podemos encontrar en

la Figura 19.
Conjunto Inicial (N=24) ~ Grupos (n=6)
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Figura 19: llustracién 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
estimulo, rojo paralos grupos que fueron expuestos avirutay azul
los que fueron expuestos a Orina; Fase Experimental: dividida en
lafase de habituacion y exposicion. Durante lafase de habituacion
fue colocada la viruta de macho C-57 en las cajas de los grupos
con Fase Estro.

La fase de estabulacion ya ha sido explicada
anteriormente. Por su lado, la fase de habituacién duré 4 dias, 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 dia fue presentada la situacion experimental colocando

los animales en las cajas de experimentacion con los estimulos
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neutros correspondientes. Esto es: por un lado, 40pl de Solucion
Salina (0,9%) vy, por otro, aproximadamente 20g de Viruta Limpia
con las mismas caracteristicas que la utilizada por los donantes
de los estimulos. Las sesiones en la fase de habituacion duraron
600s (10min), la misma cantidad de tiempo que durante la fase
de experimentacion. Este mismo dia tuvo lugar la colocacion
dentro de las cajas de estabulacion correspondiente del estimulo
de macho para iniciar el ciclo estral de los ratones hembra. Las
sesiones de habituacion se repitieron hasta tres veces de

manera consecutiva.

Finalmente, la Fase de Exposicion fue realizada el altimo
dia. En esta fueron presentados los estimulos propiamente
dichos, enfrentado asi Orina de Hembra contra Orina de Macho
o Viruta de Hembra contra Viruta de Macho segun el grupo de

animales.

Posteriormente a la fase experimental, unas cuatro horas
después de la exposicion al estimulo, 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).

Asi, 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 100ul 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 cédigo del animal y dejada
secar de tal manera que no pudiera ser contaminada. Una vez
la muestra se encuentra deshidratada fue realizada una tincion
con Hematoxilina de Gill y Colorante de Eosina acuosa (1%)

para su posterior evaluacién mediante el microscopio.

Para complementar el andlisis de los frotis vaginales
también fueron tomadas fotos de las cavidades vaginales de los
animales experimentales. Para su evaluacion fue usada como
guia el articulo de Byers et al. (2012), donde explican como
identificar visualmente las caracteristicas que presentan los

genitales de ratones hembra de varias cepas.
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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 estimulos

sexuales.

Fueron estabulados en el animalario de Burjassot y su
mantenimiento fue llevado a cabo por el personal cualificado de
la instalacién siguiendo la Directiva 2010/63/UE de la Unién
Europea y el Real Decreto 53/2013 de la legislacion espafiola.
El agua y el alimento fue administrado ad libitum, con una

temperatura en torno a los 22°C.

Finalmente, comentar que los animales de
experimentacion fueron estabulados en grupos de cuatro, cada
grupo en una caja diferente. Dos de estos grupos perteneceran

al grupo experimental D/PF y los otros dos a el grupo PF/D.
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En este experimento, con el fin de comprobar la efectividad
de PUP20 (también denominada, como hemos comentado
antes, Darcina) como estimulo atrayente como describe la
literatura (Roberts et al., 2010; Roberts et al., 2012) asi como de
los PF como activadores de conducta de evitacion dada su
relacién con el sistema vomeronasal ya comentado (Riviére et

al., 2009).

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.

Fue usado un tripéptido compuesto por f-Met-Leu-Phe
(Sigma-Aldrich) con la intencion de obtener una respuesta

aversiva o de evitacion en los sujetos experimentales. Como

110



sefialdbamos antes, Riviére 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 evitacion encontrados en la literatura sobre
sefales de enfermedad. En este procedimiento los PF fueron

diluidos a una concentracion de 9uM en PBS 0,01M.

El protocolo de experimentacion fue llevado a cabo en una
caja de metacrilato opaco con unas dimensiones 250mm x
500mm x 300mm. Los estimulos fueron colocados cada uno en
un extremo de la caja sobre una Placa Petri de 80mm de
didmetro. La presentacién del estimulo consistio en colocar 2,59
de viruta limpia (facilitada por el animalario siendo esta la misma
gue le proporcionaban los animales para la estabulacion) con
10pl del estimulo correspondiente en el medio rodeado por la
viruta. La intencién de presentar el estimulo rodeado de viruta
fue facilitar la exploracion del mismo al proporcionar un elemento
mas cercano a lo que el animal experimental podria 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 consistié en todo el procedimiento seguido durante
la estabulacién de los animales ya explicado con anterioridad.

No se realizé ninguna otra intervencion aparte.

Conjunto Inicial (N=16) ~ Grupos (n=8)

| Grupo PF/Darcina
I
‘,oy— [0 I N
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Fase Pre-Experimental || Dias 1a 3: Habituaciéon ~ Exposicion 1 Exposicién 2

Figura 20: Representacién grafica 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
presentacion de los estimulos los dias de Exposicion 1y 2. Como
se puede observar, fueron realizados tres dias de habituacion y
dos de exposicion, variando el orden de presentacion a PUP20
(Darcina) o a los Péptidos Formilados.

La Fase Experimental consistié en tres dias de habituacion
al experimentador, al contexto del experimento y a la situacion
experimental en si misma (i.e., caja de experimentacion,
condiciones ambientales como temperatura y luminosidad,

disposicion y presentacion de los estimulos, duracién del
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procedimiento, etc.). El estimulo utilizado consistié en 10pul de
Solucién Salina (0,9%) en el centro de una Placa Petri rodeada
por aproximadamente 2,59 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: llustracidon de la situacién experimental en la que se
muestran: A: el lugar de colocacién inicial del sujeto, al lado
contrario del estimulo 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:
presentacion del estimulo, con 10pl del estimulo correspondiente
rodeado de 2,5g de viruta limpia en una Placa Petri.
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Por otro lado, la fase de experimentacion consistié en dos
dias en los que fueron presentados los estimulos a todos los
animales del experimento. Fueron colocados en cada ensayo un
estimulo neutro en un lado y en el contrario el estimulo
experimental correspondiente. Dependiendo del grupo al que
pertenecian vario el dia de presentacion de la D o de los PF,
como se puede observar en la llustracibn 7. Los estimulos
fueron presentados de igual manera a la presentacion del
estimulo neutro, con la diferencia de que en esta ocasion fue

presentado 10ul de D o PF, segun correspondiese.

Finalmente, las sesiones tuvieron en todos los ensayos
(i.e., tanto en los tres ensayos de habituacién como en los dos
de exposicion) una duracién de 300s (5min). Para evitar sesgos
se realizaron varios contrabalanceos: la mitad de la muestra tuvo
el estimulo en un lado de la caja y la otra mitad en el contrario;
se hizo lo mismo con la posicién de inicio de los animales en los
ensayos; cada cuatro ratones fue cambiado el estimulo que era
presentado (e. g.: los primeros cuatro D, los siguientes cuatro
PF, los siguientes cuatro D y los dltimos cuatro PF; viceversa en

la sesion de exposicion del dia siguiente). Este ultimo
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contrabalanceo tenia como objetivo evitar un efecto del

momento de presentacion respecto del ciclo de actividad.

La muestra consistio en 10 ratones hembra de la cepa CD-
1 Swiss en etapa de madurez sexual. Su estabulacién 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 22°C y el alimento y la hidratacion

fue administrada ab libitum.

Finalmente, fueron estabuladas en cajas de cinco
animales, preconfigurando los grupos experimentales del
protocolo que fue llevado a cabo posteriormente. Ademas de
esta situacion no fue realizado sobre los animales ningun

tratamiento mas.
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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 habian recibido una inyeccion de LPS para

iniciar una respuesta inmune.

En el caso de la viruta de macho sano, el donante estuvo
tres dias en la caja estabulado con bebida y comida ad libitum y
en condiciones ambientales adecuadas hasta el momento de la
recogida del estimulo. 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 dia de la recogida se le fue realizada una
inyeccion intraperitoneal de LPS. El sujeto fue sacrificado seis

horas después y la viruta recogida.

Estos animales pertenecian 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 consistio,
como en anteriores experimentos, en una caja de metacrilato
opaco de dimensiones 250x500x300mm. La presentacion de los
estimulos 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 estimulo fue colocada en la zona central de cada
lado de la caja de experimentacion. Finalmente, para facilitar la
distincion entre los dos lados de la caja fue colocada una barrera
de metacrilato transparente con acceso abierto. La disposicion
de los elementos anteriormente descritos queda ilustrada en la

Figura 22.

Figura 22: captura de la grabaciéon de una de las sesiones
experimentales.
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El protocolo experimental fue realizado durante cuatro dias
consecutivos. Una semana antes, en la que podriamos
denominar Fase Pre-Experimental, los sujetos fueron divididos

en dos cajas de cinco para que se habituaran previamente al

grupo social.
Conjunto Inicial (N=10)  Grupos (n=5) : Grupo Sano/LPS
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Figura 23: llustracion grafica 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
dias de habituacion y dos de exposicion, alternando segun el
grupo el dia de presentacion a viruta de macho sano o aviruta de
macho tratado con LPS. El objetivo final es que todos los
animales realizasen un test con ambos tipos de estimulos.

La Fase Experimental fue dividida en dos: Habituacién y
Exposicion. La habituacién se repiti6 durante dos dias
consecutivos. En esta fase fue realizado el protocolo de
experimentacion como este iba a ser realizado en la posterior

fase de presentacion de los estimulos. La finalidad fue la
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eliminacion del estrés que podria crear la situaciéon y el manejo
de los animales por el experimentador. El estimulo neutro
consistio en viruta limpia del mismo tipo que la manchada en los

estimulos experimentales.

Finalmente, los dos dias de exposicidn se presentaron los
dos estimulos a todos los animales. Asi, el primer dia 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 dia
siguiente fue invertida la presentacion de los estimulos respecto
de los animales. Este contrabalanceo fue realizado para evitar
un efecto del dia de experimentacién 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 duracién de los ensayos fue

de 600s (10min).
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Los sujetos experimentales fueron reutilizados de un
experimento anterior. Consistieron en 14 especimenes Mus
musculus (seis hembras y 8 machos) estabulados en el
animalario del campus de Burjasot de la Universidad de

Valencia.

En este experimento, los estimulos 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. Asi, seis de estos machos se mantuvieron sin tratar y
con condiciones de estabulacion 6ptimas. 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 -20°C hasta
tres horas antes de su uso en el protocolo experimental. En el

momento de la experimentacion fueron depositados en botes de
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cristal de 4,5cm de altura 'y 4,5cm de didmetro aproximadamente

8g de esta viruta como estimulo experimental.

Para este experimento fue utilizada una caja de
experimentacion de metacrilato opaco de dimensiones
250x500x300mm. Dentro de la situacion experimental fueron
colocados los botes anteriormente mencionados cada uno en un
extremo de la caja, uno con estimulo experimental (viruta
manchada) y otra con estimulo neutro (viruta limpia). Estos
estimulos fueron contrabalanceados cambian en la mitad de la
muestra su ubicacion por el lado contrario para evitar posibles

Sesgos.
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Figura 24: llustracién grafica 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 dias de habituacién y uno de exposicién, 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 exposicién se realiza para indicar el contrabalanceo dentro de la
caja.

El protocolo experimental, como se puede ver en la
siguiente ilustracion, consistié en dos dias de habituacion y uno
de exposicion a los estimulos. En la fase de habituacion la
situacion experimental se mantuvo igual que en la fase de
experimentacién salvo por la viruta utilizada como estimulo
neutro que se encontraba limpia en el momento de usarse. El
dia de la exposicion la mitad de la muestra realizo el test de
preferencia en la condicion de Viruta de Macho Sin Tratar vs
Estimulo Neutro; la otra mitad de la muestra realizo el mismo test

con Viruta de Macho Tratado con LPS frente a Estimulo Neutro.
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Finalmente, la duracion de los ensayos durante el
procedimiento fue de cinco minutos (300s), tanto en los que
respectan a la Habituacién como los que lo hacen a la fase de

Exposicion.
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En este experimento fueron utilizados 16 especimenes 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 6ptimas
y bajo el atento cuidado del equipo de profesionales del

animalario.

Los animales que fueron utlizados de estimulo
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 inyeccion
intraperitoneal con LPS (1mg/kg; 0,2mg/ml en NaCl al 9%) al
menos 12 horas antes del inicio del ultimo dia del protocolo

experimental.
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Todos los animales fueron anestesiados mediante una
inyeccién 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

eutanasica de pentobarbital sddico.

Para este experimento fue utilizada una caja de
experimentacion de metacrilato opaco de dimensiones
250x500x300mm. Los estimulos fueron dispuestos en extremos
opuestos de la caja de experimentacion, depositando al animal
anestesiado encima de una Placa de Petri. Los dias de
habituacion la situacion fue idéntica salvo por la ausencia del
animal anestesiado. Esta situaciéon experimental se muestra en

la Figura 25.
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Figura 25: Muestra de la situacién experimental extraido de la
grabacion de un ensayo el dia de la exposiciéon a los animales
anestesiados.

El protocolo experimental consistié en cuatro dias de los
cuales tres correspondieron a la habituacién a la situacién
experimental y el Gltimo a la presentacién de los estimulos. El
procedimiento se puede observar en la Figura 26. El dltimo dia
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 aplicd, como en experimentos anteriores,
un contrabalanceo respecto a la posicion de cada modalidad de

estimulo.
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Figura 26: llustracién grafica del protocolo experimental. El color
rosarepresentaal grupo de hembras y el azul al grupo de machos
de nuestra muestra. En la Fase Experimental del procedimiento
fueron realizados tres dias de habituacion y uno de exposicion,
donde se les presento a todos los animales ambos tipos de
estimulo (en verde: macho tratado con LPS; en rojo, macho sin
tratar).

Finalmente, la duracién de los ensayos fue de diez minutos
(600s) tanto en la Exposicibn como en los tres dias de

Habituacion.
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A continuacion, explicaremos las medidas realizadas como
variables dependientes en cada uno de nuestros experimentos,
la forma de obtencion de estas y las pruebas estadisticas
realizadas. Aunque explicaremos los experimentos de manera
particular, todos tienen en comun: la conducta de los animales
fue grabada y fueron tomadas para analisis la grabacion del
ultimo dia de habituacion asi como los dias de exposicion a los
estimulos experimentales; en su mayoria, los videos fueron
analizados utilizando el programa “Smart v3.0” (Panlab,
Barcelona, Espafa), que detecta por contraste de pixeles entre
una imagen base (id est, la misma situacién experimental pero
sin el sujeto) y el fotograma de la grabacién con la posicién del
animal; otros, sin embargo, fueron analizados manualmente
mediante doble ciego por otro experimentador ajeno al disefio
experimental y al objetivo del experimento; finalmente, para el
uso de las herramientas de estadistica fue usado el software

“IBM SPSS Statistics v23.0".

Previamente a la realizacion de pruebas de analisis 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 sefialard expresamente durante la exposicion

de los resultados si estos criterios no han sido cumplidos.

Asi pues, en el estudio de preferencia | la variable
dependiente (VD) fue el tiempo en segundos en el que el animal
se encontraba cerca del estimulo, en concreto en un radio de
6cm alrededor del centro del estimulo. Las variables
independientes (VI) usadas para el analisis fueron las variables
intrasujetos Exposicion, con tres condiciones (Control; Volatiles;
Involatiles) y Tipo de Estimulo con dos condiciones (Estimulo
Lado Derecho; Estimulo Lado lzquierdo). Por otro lado, la
herramienta de analisis usada fue una Anova de Medidas
Repetidas y un Test de Analisis de Esfericidad de Maunchly para
la variable Exposicion, no siendo necesario en el caso de la
variable Tipo de Estimulo al contar solo con dos condiciones.

Para la condicion 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 preferencialll, la VD consistio en el
tiempo en segundos en la zona (i. e., la mitad de la caja) de la
caja donde ésta situado el estimulo, mientras que las VI son las
mismas que en el Experimento de Preferencia I. Por lo tanto, las

herramientas estadisticas utilizadas también fueron las mismas.

En el caso del experimento de preferencia lll, la VD
consistié en el tiempo que el animal pasaba cerca del estimulo,
en concreto en un radio de 6cm respecto al centro de este. Tanto
las VIs como los test estadisticos utilizados son los mismos que
en los experimentos de preferencia anteriores, aunque en este
caso fueron realizadas comparaciones de medias post hoc con
la correccion de Bonferroni. Ademas, como la condicion 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 activacion neuronal
posee dos apartados. El primero esta referido al andlisis de

conducta, para el que la VD fue el tiempo en segundos que el
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animal pasaba cerca del estimulo. Respecto a las VIs nos
encontramos con un modelo mixto con una VI intrasujetos que
llamamos Exposicibn con dos condiciones (Habituacion;
Estimulo Experimental) y otra VI entresujetos que llamamos Tipo
de Estimulo, 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 realiz6 una comparacion de

medias con el ajuste de Bonferroni.

El segundo apartado de este experimento consistio en el
analisis del marcaje de la proteina c-Fos. En esté, la VD consistio
en la cantidad de puntos igual o mayor de 40 pixeles que hubiese
en una muestra de 200x200um de las fotografias tomadas del
marcaje de los nlcleos objetivo. Para el andlisis estadistico 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 correccion 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
estimulo, concretamente en un radio de 6cm a partir del centro
del estimulo. Las VI consistieron en dos variables intrasujetos y
dos variables entresujetos. Asi, como variables nuestro disefio
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
Exposicion (Habituacion; Exposicion al Estimulo Experimental) y
Estimulo (Lado Derecho; Lado Izquierdo). Finalmente, las
pruebas estadisticas 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

comparacion de medias usando la correccion de Bonferroni.

En el experimento en el que usamos viruta manchada por
un ratébn 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
experimentacion donde estan cada uno de los estimulos. La VI
se trata de una variable intrasujetos que hemos denominado

Estimulo y posee tres condiciones (Neutro; Macho sin Tratar;
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Macho Tratado con LPS). La herramienta de andlisis utilizada
para analizar los resultados fue una Anova de medidas

repetidas.

El siguiente experimento fue el que expone a la muestra a
Dy a PF. La variable dependiente en este experimento consistio
en la ratio entre el tiempo medido en segundos que los animales
pasan dentro de un radio de 6cm en cada estimulo. Al igual que
en el anterior experimento, el disefio experimental consistié en
una variable intra que fue denominada Estimulo y poseia 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 experimentacién. La medicién fue realizada por un
investigador ajeno al experimento. Las VI fueron una variable
intrasujetos que denominamos Dia de Exposicion con dos
condiciones (Control; Viruta Manchada) y dos variables
entresujetos que fueron denominadas Sexo y Estimulo (Viruta
de Macho Tratado con LPS; Viruta de Macho no Tratado). La

herramienta de andlisis fue un Anova de medidas repetidas.
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El protocolo en el que usamos un ratdn macho
anestesiado como estimulo tuvo como VD la ratio entre el
tiempo medido en segundos que los animales pasan en cada
mitad de la caja de experimentacion. En este caso, como en el
experimento anterior, la medicion 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 Exposicion (Ratio Control; Ratio Animal
Anestesiado). La herramienta utilizada para analizar los datos

consistié en una Anova de medidas repetidas.
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A continuacion, seran presentados los resultados respecto
a la conducta de los animales en los experimentos de
preferencia usando como estimulo orina de individuos de la
especie Mus musculus. Los tres procedimientos se separaran, a
su vez, en las tres condiciones experimentales que de ellos

forman parte.

A continuacion, se presentan graficamente los resultados
obtenidos durante la condicién experimental en la que fueron

presentados Orina de Macho sin Tratar y Orina de Hembra.
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Figura 27: Representacion de los resultados de la condicion de
orina de hembra (en rojo) y orina de macho (en azul) en las fases
experimentales de Habituacion (Control), Exposicién a Volétiles y
Exposicién a no Volatiles. La variable dependiente es el tiempo
que el animal pasa cerca de los estimulos. Las barras de error
representan el error de la media. No encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre las condiciones
experimentales.

Respecto a los resultados de las pruebas realizadas,
ninguno de los factores analizados da resultados significativos.
Asi, ni el factor intrasujetos exposicion (con las condiciones
habituacion, volatiles y no volatiles; F,, s= 1,742; p= 0,236) ni el
factor tipo de estimulo (lado derecho; lado izquierdo; F19= 0,76;
p= 0,789) dan resultados estadisticamente significativos. Por

otro lado, su interaccion tampoco tiene un efecto significativo

sobre la VD (Fzs= 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 estimulo 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 condicién en la que solo se permite el acceso a los
componentes volatiles como en la que se permite el acceso a los

no volatiles.

A continuacién se prensentan graficamente los resultados
del andlisis de la conducta en el test de preferencia que
enfrentaba los estimulo 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 condicién los
datos no cumplen con los criterios de esfericidad medidos con el
test de Mauchly (x%= 7,977; p= 0,019). Por lo tanto, para esta
condicion  experimental deberemos usar pruebas no

paramétricas.
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Figura 28: Representacion de los resultados de la condicion de
Orina de Hembra (en rojo) y Orina de Macho Tratado (en verde) en
las fases experimentales de Habituacion (Control), Exposicion a
Volatiles y Exposicion a no Volatiles. La variable dependiente es
el tiempo que el animal pasacerca de los estimulos. Las barras de
error representan el error de la media. Encontramos diferencias
significativas en la condicion atraccién a volatiles (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 exposicion (x%= 11,314; p= 0,045). Como prueba
post hoc realizamos un test de Wilcoxon para comprar la
exploracién en la condicién de volatiles, dandonos un resultado
significativo al analizar los datos (T=4; p= 0,017). En este caso,

al realizar solo una comparacion entre medias, no es necesario

realizar el ajuste de Bonferroni.
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Esto resultados nos indicarian una tendencia hacia la
exploracién de los componentes volatiles de la Orina de Macho
Tratado frente a Orina de Hembra. Sin embargo, esta tendencia
no se repetira en la condiciéon de no volatiles, no mostrando

preferencia por ningun estimulo.
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Figura 29: Representacion de los resultados de la condiciéon de
Orinade Macho sin Tratar (Azul) y Orina de Macho Tratado (Verde)
en las fases experimentales de Habituacién (Control), Exposicion
a Volétiles y Exposicion a no Volatiles. La variable dependiente es
el tiempo que el animal pasa cerca de los estimulos. Las barras de
error representan el error de lamedia. No encontramos diferencias
estadisticamente  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 estimulo. Asi, la variable
Exposicion nos da una significacién en el test de 0,143 (Fzs=
2,504) y la VI Tipo de Estimulo una significacién de 0,285 (F1,0=
1,291). Asimismo, la interaccion entre ambas tampoco tiene un

efecto significativo (F2s= 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 repitié en la
exposicion restringida a volatiles y la exposicion a los no volatiles

del estimulo.

A continuacién, se presentan los resultados para el
segundo experimento de preferencia, en el que fue cambiada la
caja de experimentacion para comprobar el efecto que este
cambio en la situacion experimental podia ejercer sobre los

resultados (e.g., maximizar las diferencias en la conducta de
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exploracién si las hubiera). Presentamos en la Figura 30 los
resultados de la condicién del protocolo de preferencia en que
presentdbamos Orina de Hembra frente Orina de Macho sin

Tratar
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Figura 30: Representacion de los resultados de la condicion de
Orina de Hembra (en rojo) y Orina de Macho (en azul) en las fases
experimentales de Habituacion (Control), Exposicién a Volétiles y
Exposicién a no Volétiles. La variable dependiente es el tiempo
que el animal pasa cerca de los estimulos. Las barras de error
representan el error de la media. No encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre las condiciones
experimentales.

Los resultados de las pruebas de andlisis de datos
realizadas nos arrojan unos resultados no significativos para
ninguna de las VI, id est, 0,888 para exposicion (F2s= 0,120) y

0,992 para tipo de estimulo (F2e= 0). Tampoco encontramos
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efectos significativos para la interaccion entre ambas (Fzg=

0,674, p= 0,536).

Asi pues, los sujetos de nuestra muestra no prefieren la

Orina de Macho sin Tratar frente a la Orina de Hembra.

Como el siguiente gréfico ilustra, encontramos un efecto
significativo de la interaccion entre las variables Exposicion y
Tipo de Estimulo (F2s= 9,338; p= 0,008), aunque ninguna de
estas presenta efecto por si misma (respectivamente, F;s=
0,326; p= 0,731y F19= 3,677; p= 0,087). El analisis post hoc de
comparacion de medias con la correccion de Bonferroni nos
indica diferencias significativas en el tiempo pasado en la zona
del estimulo en la fase del protocolo de Exposicién a Volatiles de

la Orina (F1,0= 30,041; p= 0,0001)
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Figura 31: Representacion de los resultados de la condicién de
Orina de Hembra (en rojo) y Orina de Macho Tratado (en verde) en
las fases experimentales de Habituacion (Control), Exposicion a
Volétiles y Exposicion a Involatiles. La variable dependiente es el
tiempo que el animal pasa cerca de los estimulos. Las barras de
error representan el error de la media. Encontramos diferencias
significativas en la condicion atraccion a volatiles (p= 0,0001).
Asi, los ratones hembra expuestos a orina en esta
condicién prefirieron pasar mas tiempo cerca de la zona donde
detectaron los volétiles de Orina de Macho Tratado con LPS. Sin
embargo, no encontramos la misma preferencia cuando se les

permite el contacto con el estimulo y el acceso a los

componentes no volatiles de ambos estimulos
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Finalmente, presentamos a continuacioén los resultados de
la dltima condicion experimental del segundo protocolo de
preferencia por orina. Estos resultados se representan en la

siguiente grafica.
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Figura 32: Representaciéon de los resultados de la condicién de
Orinade Macho sin Tratar (Azul) y Orina de Macho Tratado (Verde)
en las fases experimentales de Habituacién (Control), Exposicion
a Volétiles y Exposicion a no Volétiles. La variable dependiente es
el tiempo que el animal pasa cerca de los estimulos. Las barras de
error representan el error de la media. No encontramos diferencias
estadisticamente  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. Asi, la variable exposicion (F2s=0,740, p= 0,507), Tipo de
estimulo (F19= 0,065, p=0,804) y su interaccion (F2s= 1,519, p=
0,276) no poseen una influencia suficiente en nuestro disefio
experimental como para afectar a la conducta de los ratones
hembra utilizados en esta condicién. Por lo tanto, podemos decir
gue los sujetos experimentales no presentan una preferencia por
estar cerca del estimulo de Orina de Macho sin Tratar o Tratado

qgue hemos usado en el experimento.
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A continuacion, se presentaran los resultados de los
Estudios de Preferencia de Orina usando la cepa de Mus
musculus C-57 y la caja de experimentacion de dimensiones
250x500x300mm. Este cambio fue realizado para comprobar el
posible efecto de la cepa en los resultados, ya que se habia
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).

En la figura siguiente encontramos representados los

resultados del analisis de la conducta:
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Figura 33: Representacion de los resultados de la condicion de
Orina de Hembra (en rojo) y Orina de Macho sin Tratar (en azul) en
las fases experimentales de Habituacion (Control), Exposicion a
Volatiles y Exposicion a no Volatiles. La variable dependiente es
el tiempo que el animal pasacerca de los estimulos. Las barras de
error representan el error de lamedia. No encontramos diferencias
significativas entre las condiciones experimentales.

Asi, los resultados de las pruebas Anova realizadas en
nuestro disefio experimental nos arrojan unos efectos no
significativos para los factores analizados. Asi, el factor
exposicion (Fz6= 0,105; p=0,902) y tipo de estimulo (F2,s= 0,006;
p= 0,941) en este disefio experimental no afectan a la conducta
de exploracion de nuestra muestra. La interaccién de estas

variables sobre la VD tampoco nos aporta un resultado

significativo (F26= 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 volatiles ni en los componentes no volatiles
de la Orina de Macho nuestros animales experimentales

encuentran estimulacion suficiente como para mostrar interés.

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 continuacion, se presentan de manera grafica los

resultados:
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Figura 34: Representacion de los resultados de la condicion de
Orina de Hembra (en rojo) y Orina de Macho Tratado (en verde) en
las fases experimentales de Habituacion (Control), Exposicion a
Volatiles y Exposicion a Involatiles. La variable dependiente es el
tiempo que el animal pasa cerca de los estimulos. Las barras de
error representan el error de la media. Encontramos diferencias
significativas en la condicion atraccion a volatiles (p=0,017).

Al realizar los test de normalidad para las variables de esta
condicién 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 grafica, en esta condicion
experimental si que observamos efectos estadisticamente
significativos (x%=13,714; p= 0,018). Asi, como andlisis post hoc
realizamos un test de Wilcoxon para las variables de la condicion

de volétiles, encontrando que las diferencias en el tiempo
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pasado entre uno y otro estimulo son estadisticamente

significativas (T=1; p= 0,017).

En conclusién, si observamos la representacién de los
datos que ofrecemos en la grafica, podemos decir que los
ratones hembra prefieren encontrarse cerca del estimulo de
Orina de Macho Tratado cuando este es presentado frente al
estimulo de Orina de Hembra. Sin embargo, esto se da tan solo
cuando se restringe el acceso de los sujetos experimentales a

los componentes involatiles de ambos tipos de orina.

A continuacion, presentamos los ultimos resultados de los
estudios de preferencia. Primero de todo, presentaremos en el

siguiente grafico los resultados obtenidos:
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Figura 35: Representacion de los resultados de la condicion de
Orinade Macho sin Tratar (Azul) y Orina de Macho Tratado (Verde)
en las fases experimentales de Habituacién (Control), Exposicion
a Volatiles y Exposicién a no Volatiles. La variable dependiente es
el tiempo que el animal pasacerca de los estimulos. Las barras de
error representan el error de lamedia. No encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre las condiciones
experimentales.

En este caso, el factor tipo de estimulo presenta un efecto
significativo efecto sobre la medicion del tiempo cerca del
estimulo (F17= 6,152; p= 0,042), aunque la VI exposicién solo
tiene una tendencia a la significacion (Fz6= 4,569; p= 0,062). Sin

embargo, no encontramos una interaccion estadisticamente

significativa (F2,6= 0,804; p= 0,491).

Por lo tanto, pese a que la variable Tipo de Estimulo

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.

A continuacion, vamos a describir los resultados obtenidos
en el protocolo de activacion neuronal. Asi, analizaremos los
resultados obtenidos de la conducta de los animales en la
situacion experimental; a continuacion, presentaremos los
resultados del estudio inmunohistoquimico del marcaje de la

proteina c-Fos.
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Analisis Conductual ante Orina
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Figura 36: Anélisis de la conducta de la exposicién de los ratones
hembra a la Orina de Macho sin Tratar (rojo) y Orina de Macho
Tratado (verde) y de un Estimulo Neutro (gris) en las fases
experimentales de Habituacion (barras con relleno gris) y
Exposicién (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 estimulo en segundos (s). No

encontramos diferencias estadisticamente significativas entre las
condiciones experimentales.

Asi pues, el andlisis estadistico realizado nos aporta unos
resultados no significativos en todas las variables analizadas
respecto de la conducta de los animales. Asi, la variable
Exposicion (habituacion y estimulo experimental) no tiene un
efecto significativo (F11s = 0,112; p= 0,741) ni tampoco la VI tipo
de estimulo (control, orina de macho sin tratar y orina de macho
tratados; Fz1s= 0,180; p= 0,837). No obstante, la interaccion

entre las variables dia de experimentacion y tipo de estimulo si
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que aporta un impacto significativo (F21s= 3,946; p= 0,038),
aungue el andlisis post hoc con la rectificacion de Bonferroni no
arroja diferencias significativas. Sefialar que si encontramos
diferencias casi significativas en la comparacion del dia control
vs dia exposicion 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 estimulos de orina utilizados cuando los

comparamos con la exploracién de un estimulo neutro.

Los resultados respecto del marcaje de la proteina c-Fos
son presentados graficamente mas abajo. Los resultados de las
pruebas de analisis 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 parameétricas para su analisis.
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Marcaje de C-fos en ABO, MeA & VMH
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Figura 37: Analisis del marcaje de la proteina c-Fos en el tejido de
los ratones hembra en la fase experimental de exposicion a
Estimulo 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 nacleo posterodorsal de la amigdala; MePV,
neuronas del ndcleo posteroventral de la amigdala; VMH-VL,
neuronas del ndcleo Ventrolateral del Hipotalamo ventromedial;
VMH-DM, neuronas del Hipotdlamo dorsomedial del hipotalamo
ventromedial. Las barras de error representan el error de la media.
La variable dependiente es el nimero de puntos con 240 pixeles
un area de 200p2. No encontramos diferencias estadisticamente
significativas en los nucleos analizados entre las condiciones
experimentales.

Asi pues, en la prueba no paramétrica realizada sobre los
grupos de la condicion BOA no encontramos efectos
significativos de la VI Tipo de Estimulo (p= 0,292) asi como en

el test no paramétrico utilizado en la condicion 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. Asi, en los nucleos de la amigdala, ni en MePD
(F218= 0,487; p= 0,622) ni en MePV (F2, 17= 0,301, p= 0,744).
Tampoco en el nacleo Ventrolateral del hipotalamo ventromedial
encontramos un efecto significativo del tipo de orina utilizado

sobre la VD (F2,15=0,040, p= 0,961).

En conclusion, en nuestra muestra histolégica no
encontramos diferencias significativas en la presencia de
marcaje sobre la proteina c-Fos utilizada para medir la activacion
neuronal segun el estimulo al que los sujetos fueron

presentados.
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A continuacién, presentamos de manera gréfica los
resultados de la conducta de nuestra muestra en el experimento

de preferencia a Viruta o a Orina.
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Figura 38: Andlisis de la conducta de la exposicion de los ratones
hembra ala Orina/Viruta de Hembra (rojo) y Orina/Viruta de Macho
(azul) y de un Estimulo Neutro (gris claro y gris oscuro). La
variable dependiente es el tiempo que el animal pasa cerca del
estimulo 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). Ademéds, existen diferencias
significativas entre los estimulos 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 estimulo
de orina.
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Las pruebas de analisis realizados encuentran que la
variable estimulo (neutro o experimental) nos arroja resultados
significativos (F1,17=25,898; p= 0,0001) asi como la variable tipo
de substrato (orina; viruta; Fi:17= 23,707; p= 0,0001). Sin
embargo, la variable ciclo estral no muestra efectos significativos
(F117= 1,152; p= 0,298), asi como interaccién con las variables
anteriores. Por otro lado, la variable sexo del donante del
estimulo muestra efectos significativos (F1,17= 4,592; p= 0,047),
siendo significativo ademas el efecto de la interaccién de estas
variables sobre el tiempo que pasan cerca del estimulo durante

la situacion experimental (F1,17= 4,484; p= 0,049).

Por otro lado, la comparacion de medias con la correccion
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 estadisticamente significativo en el grupo no-
Estro (F1,17= 10,500; p= 0,005) y con tendencia a la significacion

en el Estro (F1,17= 3,323; p= 0,086).

Finalmente, no fueron encontradas diferencias en la
exploracion de los estimulos de orina de macho y orina de

hembra independientemente de la fase estral.
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En conclusion, los ratones de nuestra muestra tienden a
pasar mas tiempo cerca de la viruta de macho que de la orina de
macho. Ademas, encontramos una tendencia estadistica a que
esto sea independiente de la fase del ciclo estral en la que se

encuentra el sujeto.

A continuacién, presentamos de forma grafica los
resultados de la VD del experimento en el que usamos D y PF

como estimulos experimentales.
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Figura 39: Andlisis de la conducta de la exposicion de los ratones
hembra a Darcina (rojo) y Péptidos Formilados (verde) y a
Estimulo Neutro (gris). Se presentan las ratios respecto al
estimulo neutro frente al que fueron presentados de tal manera
que si el sujeto experimental pasa mas tiempo cerca del estimulo
el resultado serd >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 estimulo en segundos (s). No encontramos diferencias
estadisticamente  significativas entre las condiciones
experimentales.

Respecto a los resultados de las pruebas de analisis de
datos utilizadas, no encontramos efecto significativo de la
variable Estimulo sobre la VD (F.g= 0,548; p= 0,760). Por lo

tanto, no existen diferencias en el tiempo en el que pasan junto

a ninguno de los estimulos experimentales presentados.
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A continuacién, presentamos de manera gréfica los
resultados del andlisis 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 estadisticamente significativos decidimos intentar lo
mismo respecto a las sefiales de enfermedad y la conducta de

evitacion.
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Figura 40: Anédlisis de la conducta de la exposicién de los ratones
hembra a Viruta de Macho no Tratado (rojo), a Viruta de Macho
Tratado con LPS (verde) y a Estimulo Neutro (gris). Se presentan
las ratios respecto al estimulo neutro frente al que fueron
presentados de tal manera que si el sujeto experimental pasa mas
tiempo cerca del estimulo el resultado serd >1. Las barras de error
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representan el error estandar de lamedia. La variable dependiente
es el tiempo que el animal pasa cerca del estimulo en segundos
(s). No encontramos diferencias estadisticamente 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
estimulos (Fzs= 0,390; p= 0,689). Estos resultados indican que
los ratones hembra de la muestra no prefieren estar mas tiempo

en el &rea con la viruta sucia de ratbn macho sin tratar respecto

al area con la viruta sucia de macho tratado con LPS.

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 inyeccion los machos tratados con LPS muestran una
reduccion significativa en la expresion genética en el higado de
D y en los niveles de testosterona en el plasma sanguineo
(Lopes & Konig, 2016). Ademas, 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.
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Figura 41: Andlisis de la conducta de la exposiciéon de los ratones
hembray macho a Viruta de Macho Tratado con LPS (en verde), a
Macho sin Tratar (en rojo) y a Estimulo Neutro (en gris). Se
presentan las ratios respecto al estimulo neutro frente al estimulo
experimental al que fueron presentados de tal manera que si el
sujeto experimental pasa mas tiempo cerca del estimulo no neutro
el resultado ser4 >1. Las barras de error representan el error de la
media. No encontramos efectos estadisticamente significativos.
Respecto a los resultados de las pruebas estadisticas
utilizadas, encontramos que la VI intrasujetos dia de exposicion
(habituacion; viruta manchada) no tiene un efecto significativo
sobre el tiempo que nuestra muestra explora los estimulos

(F1,0=3,397; p= 0,098). La interaccion de esta variable con las

variables entresujetos Sexo (F19=0,065; p= 0,804) y estimulo
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(viruta de macho tratado con LPS; viruta de macho no tratado;
F19=0,835; p= 0,385) y la interaccibn entre estas tres
(F19=0,737; p= 0,413) nos arrojan asimismo efectos no

significativos sobre los resultados del andlisis de la conducta.

Ademas, las pruebas sobre los efectos de las VI
entresujetos también nos proporcionan resultados con efectos
no significativos. Asi, el sexo de la muestra experimental (F19=
0,741; p= 0,412) y el estimulo (F19= 1,143; p= 0,313), asi como
su interaccion (Fi10= 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 estimulos presentados. Este hecho

ocurre independientemente del sexo del sujeto.
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En el experimento en el que fueron utilizados animales
anestesiados tratados o no con LPS como estimulo
intentabamos comparar los resultados utilizando el mismo
modelo que Boillat y su equipo utilizé en su articulo de 2015.
Ademas, 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 grafica los resultados:

Tiempo en la Zona del Estimulo
1,4

1,2 I I

0,8 I
0,6
0,4

Ratio Ani. Tra./Ani. noTra.

Q) & Total

B Habituacion O Animal Anestesiado

Figura 42: Analisis de la conducta de la exposicion de ratones
hembra y macho a los animales anestesiados. Se presentan las
ratios de tal manera que si el sujeto experimental pasa mas tiempo
cercadel animal anestesiado tratado con LPS el resultado sera >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 estimulo en
segundos. No encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre las condiciones experimentales.

Asi, las pruebas realizadas de andlisis de datos nos
arrojan resultados no significativos. Ni la VI sexo (F1,10= 0,001;
p= 0,976), ni la variable exposicion (F1,10= 0,288; p= 0,603) ni la
interaccion entre ambas (Fi110= 0,776; p= 0,399) poseen un

efecto estadistico sobre la medicion realizada de la conducta de

los animales de nuestra muestra.

Por lo tanto, un animal anestesiado con sefales de
enfermedad no ha sido estimulo suficiente como para provocar
una respuesta conductual significativa al compararlo con un

espécimen control de la misma especie.
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En la siguiente discusion 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 interpretacion de los mismos teniendo en

cuenta las hip6tesis descritas en la introduccion.

Finalmente, en un subapartado de conclusiones vy
discusion, discutiremos las limitaciones de la metodologia
utilizada y pondremos en contexto nuestros resultados respecto
a la literatura publicada hasta el momento. En estos Ultimos
apartados daremos una visién de conjunto de cémo colocar
nuestras conclusiones en el estado de la cuestion sobre
comportamientos de evitacién de enfermedad y el denominado

“Sistema Inmune Conductual”.
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Hemos realizado un total de cuatro procedimientos usando
como estimulo orina de especimenes Mus musculus. En tres de
ellos la l6gica experimental se repite, id est, usamos un test de
preferencia para comprobar el efecto de los componentes
volatiles y no volatiles de la orina de macho tratado a LPS, la
orina de macho no tratado con LPS y la orina de hembra. Los
estimulos fueron enfrentados formando tres condiciones donde
dos de ellos serian colocados en lados opuestos de la caja de
experimentacion. Asi, en grupos de ocho a diez ratones hembra,
fue medida la localizacion de estas al colocarlas en la caja
experimental y exponerlas, segun la condicién experimental, a
los estimulos. 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 activacion neuronal mediante el
marcaje de la proteina c-Fos. Para ello, a un total de 21

especimenes hembra Mus musculus les fue presentado
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Unicamente uno de los siguientes estimulos durante 300s (5
min): solucién salina; orina de macho sin tratar; orina de macho
tratado. Posteriormente fue realizado el sacrificio de los animales

de la muestray el tratamiento del tejido con inmunohistoquimica.

Para discutir los resultados obtenidos partiremos de las
hipdtesis experimentales comentadas al inicio de esta parte de
la tesis. Asi pues, la férmula que resume la primera hip6tesis de

estos procedimientos es:

1. T(noV)anor > T(NOV)o

es decir, el tiempo en que nuestros animales pasan cerca de los
componentes no volatiles de la orina de macho no tratado con
LPS serd mayor que el tiempo que pasan cerca de los

componentes no volatiles de la orina de hembra.

Respecto a los resultados para comprobar esta hipétesis,
no encontramos en ninguno de los tres experimentos realizados

diferencias estadisticamente significativas en los tiempos de
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preferencia de nuestra muestra que nos confirmen el
cumplimiento de esta hipdtesis. Por lo tanto, nuestros resultados
concluyen que los ratones hembras expuestos a la condicion de
acceso a los estimulos no volatiles no muestran una atraccion

hacia estos componentes en la orina de macho sin tratar.

Este resultado contradice otros estudios presentes en la
literatura que muestran la atraccion que las hembras Mus
musculus muestran hacia los estimulos 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 disefio
experimental con pequefios 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
maximo 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 atraccion por orina de macho,
en nuestro experimento de activacion neuronal mediante
marcaje de la proteina c-Fos tampoco encontramos evidencia
estadisticamente significativa en el comportamiento de los
animales que indique atraccién hacia la misma. La hipétesis de

trabajo formulada fue la siguiente:

6. Tanor> [Tc?siT & Tn ]

significando que el tiempo cerca de la orina de macho no tratado
sera superior al tiempo cerca de la orina de macho tratado y del
estimulo neutro. Asi, la hipétesis de trabajo en este experimento
referida a la capacidad de la orina de macho de provocar
atraccion no puede ser corroborada por los datos. Por lo tanto,
podemos concluir la existencia de una relacion mas compleja de
lo que la literatura pueda llegar a aparentar respecto a la
atraccion de que provocan las quimiosefiales presentes en la
orina de ratdbn macho. Otros factores deberian de ser estudiados

a este respecto.

La segunda hipotesis experimental con la que trabajamos

en los estudios de preferencia la hemos formulado como sigue:
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2. T(noV)gsit < T(noV)e

indicando esta férmula que los animales de la muestra
exploraran lo mismo o menos los componentes no volatiles de la
orina de macho tratado con LPS respecto a la orina de hembra.
Asi pues, los datos de todos los experimentos mantienen la
hipétesis de igualdad en la condicion de particulas no volétiles
de la orina, proporcionando evidencia estadistica para la
hipotesis. Sin embargo, esta hipétesis de partida fue construida
a condicion de la veracidad de la primera, anteriormente
expuesta, en la que se esperaba un efecto atractivo innato de
los componentes no volatiles de la orina de macho sin tratar. Por
lo tanto, para demostrar la capacidad de reducir la atraccion o
provocar un comportamiento de evitacion en especimenes
hembra Mus musculus ante sefiales de enfermedad, los
componentes no volétiles de la orina de macho tratado con LPS
deberian de ser menos explorados que los componentes no

volatiles de la orina de hembra.

Concluimos por lo tanto que la hipotesis no ha sido
cumplida al no encontrar evidencia estadistica de que los
componentes no volatiles provoquen esta conducta de evitacion
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a patégenos descrita como dependiente del OVN en la literatura
(Boillat et al., 2015) y encontrada con diferentes modelos para
provocar un estado de infeccién (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). Ademas, complementando
este resultado nos encontramos con los resultados del
experimento de activacién neuronal con orina de raton. Para
este experimento la hipétesis experimental referida a la orina de

macho tratado con LPS fue:

7. Tasit < Tn

es decir, los ratones hembra de nuestra muestra pasaran igual
0 menos tiempo cerca de la orina de macho tratado con LPS que
del estimulo neutro (i. e. solucién salina). Sin embargo, esta
hipotesis es dependiente de la hipotesis explicada anteriormente
sobre la orina de macho sin tratar, sugiriendo que nos
encontramos en la misma situacion. Asi pues, los datos

obtenidos en el analisis conductual nos llevan a concluir que la
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hipétesis 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 condicién se repite tanto en
experimentos de preferencia como en experimentos en los que

se compara la conducta frente a un solo estimulo.

Ademas, este resultado parece ser independiente de la
cepa de Mus musculus que utilicemos para realizar el
experimento. Los RPF encargados de la deteccién de péptidos
formilados derivados de bacterias en ratones (Riviére et al.,
2009) y la presencia de receptores de esta familia en el OVN
sugiere que estos se encargan de la deteccion de quimiosefales
de enfermedad (Liberles et al., 2009). Boillat y su equipo (2015)
realizaron una serie de experimentos en los que sefialaban al
OVN como centro sensorial clave para la evaluacion y puesta en
marcha de conductas de evitacibn de conespecificos 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 volatiles como a no volatiles

de orina de macho tratado con LPS.

La siguiente hip6tesis de trabajo que formulamos para los

experimentos de preferencia de orina fue la siguiente:

3. T(noV)asit < T(noV)dnot

transcribiendo la formulacion simbdlica de la hipétesis, el tiempo
que los ratones pasaran cerca de los componentes no volatiles
de la orina de macho tratado con LPS serd menor respecto el
tiempo que pasaran cerca de los componentes no volatiles de la

orina de macho no tratado.

Esta hipétesis parte de la premisa de la veracidad de la
primera. Al ser atractivos los componentes no volatiles de la
orina de macho no tratado la orina de macho tratado con LPS
deberia de ser evitada por los ratones hembra de nuestra
muestra. Estas dos ideas se extraen directamente de los
articulos antes citados que han pasado los criterios de revision
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 sélida
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base para negar la veracidad de estas ideas respecto a la
capacidad feromonal de las quimiosefiales de enfermedad vy
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 hipétesis de los estudios con orina

fueron las siguientes:

4, T(V)@noT = T(V)&siT
y

5. [T(V)anot & T(V)asit] > T(V)q

es decir, nosotros hipotetizamos para los tres experimentos de
orina en la fase de exposicion solo a volatiles que: (4) el tiempo
que los sujetos de nuestra muestra pasaran cerca de los volatiles
de macho no tratado con LPS serd igual al tiempo que pasaran
cerca de los volatiles de macho tratado; y (5) El tiempo que
pasaran cerca de los volatiles de la orina de macho (tratado y sin
tratar con LPS) sera mayor que el tiempo que estos pasaran

cerca de la orina de hembra.
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La primera hipétesis deriva de los estudios que concluyen
la existencia de RPF en el érgano vomeronasal (Liberles et al.,
2009; Riviere et al., 2009) y la dependencia del buen
funcionamiento de este para el desarrollo de la conducta de
evitaciébn de congéneres con enfermedad (Boillat et al., 2015)
sugiriendo este hecho que es necesaria la accion del OVN (es
decir, es necesario que los receptores sensitivos entren en
contacto con los componentes no volatiles de la orina) para
generar la conducta de evitacion ante enfermedad. Por otro lado,
teniendo en cuenta el caracter aprendido de la tendencia a
explorar los componentes volatiles 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 estabulacion en la casa
de crianza (Janvier), desarrollamos la quinta hip6tesis en la que
comprendiamos que los componentes volatiles de la orina
provocarian que nuestra muestra estuviese mas tiempo en la

zona de los volatines de macho que en los de hembra.

Los resultados obtenidos en nuestras pruebas no dan
apoyo empirico a ninguna de las dos hipétesis. Para la

comprobacion de la cuarta hipétesis podemos observar que

177



pese a que en la condiciébn experimental donde se usan los
estimulos de orina de macho tratado frente a la orina de macho
sin tratar la hipétesis nula no se rechaza (i.d., indicando que los
sujetos pasan tiempos similares en los dos estimulos), si
miramos las otras dos condiciones experimentales encontramos

datos que lo matizan.

Asi pues, en la condicibn experimental en la que se
enfrentan la orina de hembra con la orina de macho sin tratar no
encontramos preferencia en la condicion en la que solo se
permite el acceso a volatiles. Esto, aparte de negar la quinta
hipétesis presentada (id est, los componentes volatiles de la
orina de macho no son explorados mas que los componentes
volatiles de la orina de hembra), en conjunto con el resultado que
muestra que los ratones hembra pasan de forma
estadisticamente significativa mayor tiempo cerca de los
componentes volatiles 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 volatiles segun
el tratamiento recibido por los machos. Es decir, la cuarta

hipotesis queda rechazada al no ser experimentalmente iguales
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los componentes volatiles de los dos tipos de orina de raton

macho.

A continuacién, discutiremos las hipotesis referidas al
estudio de la activacién neuronal mediante el marcaje de la

proteina c-Fos. La formula de la primera de ellas es la siguiente:

8. A(BOA) n< [A(BOA)asit & A(BOA)nor]

es decir, el nimero de células marcadas en la capa granular de
BOA del grupo expuesto a estimulo neutro sera menor que en
namero de células las marcadas en los grupos expuestos a
orina. Esperamos, por lo tanto, una activacién en esta region
ante las quimiosefiales no volatiles presentes en la orina de ratén
macho ya que las células granulares del BOA tienen una funcion
inhibitoria sobre las mitrales, activandose las primeras en
respuesta a la activacion de las ultimas para ejercer un control
local en el bulbo de la informacién 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 introduccion es encargado
de detectar las sefiales quimicas presentes en el ambiente de
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caracter no volatil (Chamero et al., 2012; Dgving y Trotier, 1998)
y es importante para el desarrollo de conductas sexuales tipicas
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 hipétesis de
partida, ya que nuestros resultados indican que la activacién
neuronal es independiente del estimulo presentado ya que no
existen diferencias significativas en el marcaje de la proteina c-

Fos de este nucleo.

La siguiente hipoétesis referida a la neuroanatomia de los
circuitos referidos a las conductas aversivas se centra en los
nacleos posteroventral de la amigdala medial y al dorsomedial

del hipotalamo ventromedial. La formula es la siguiente:

9. A(MePV/NVMHDM)zsit >
[A(MePV/VMHDM):nor & A(MePV/VMHDM)\]
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esto es, habra un mayor nimero de células marcadas en los
nucleos 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 hipétesis tiene su
fundamento en la proyeccion del MePV con el VMHDM vy la
implicacion de ambos ante la exposicion a estimulos que
sefialan una amenaza hacia la supervivencia del animal (Choi et
al., 2005; Silva et al., 2013; Perez-Gomez et al., 2015; Pardo-
Bellver et al., 2012). Sin embargo, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas en el marcaje de c-Fos en estos
nucleos, siendo esta bastante similar entre los ratones hembra
expuestos a estimulo neutro, orina de macho tratado y orina de
macho sin tratar. Concluimos que la evidencia obtenida no nos
permite apoyar la hipGtesis anteriormente formulada,
confirmando por lo tanto la hipétesis nula al no encontrarse
afectado el marcaje de estos nucleos por el tipo de estimulo

empleado

La ultima hipétesis de los experimentos usando como

estimulo orina de ratén fue:
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10. A(MePD/VMHVL) gnot >
[A(MePD/VMHVL)ssit & A(MePD/VMHVL)]

queriendo expresar con esta formula que las preparaciones
histologicas de los animales hembra expuestos a orina de macho
sin tratar presentaran un mayor conteo de células marcadas en
los nucleos relacionados con conductas apetitivas que los
expuestos a estimulo neutro y a orina de macho tratado con LPS.
Como se comenté en el apartado de la introduccion, 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
empirico a la hipétesis anterior al no existir diferencias
significativas entre los grupos experimentales en ninguno de los

nucleos referentes a esta hipétesis.

En conclusion, respecto al experimento de activacién
neuronal, el estudio inmunohistoquimico se corresponde con
los resultados obtenidos en el estudio conductual. Al no haber
obtenido diferencias significativas entre los grupos cabia esperar

182



encontrarnos con resultados similares al comprobar los efectos
de las variables independientes sobre los datos del conteo de

marcaje neuronal.

En general, nuestros estudios de orina de Mus musculus
suponen a nuestro parecer una evidencia empirica sélida que
desmonta los resultados obtenidos en la literatura que han
generado las hipétesis antes construidas, al menos en lo referido
al uso de orina como estimulo motivador de conductas de
atracciéon o de evitacion de enfermos con enfermedad. Los
primeros tres protocolos presentados evallan en un test de
preferencia como las hembras reaccionan ante los componentes
volatiles y no volatiles de la orina. Nuestros sujetos, en los tres
experimentos, no encuentran mas atractiva la orina de macho
sin tratar respecto a los estimulos presentados como rivales en
el test de preferencia pese a contener esta las proteinas
urinarias mayores que provocan segun la literatura atraccion,
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 proteinas 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 habia realizado anteriormente
en un articulo publicado con un modelo de enfermedad con
Aspiculuris tetraptera (Lanuza et al., 2014). A su vez, esta
prueba mostré 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 atraccion.

Por otro lado, tampoco hemos encontrado el
comportamiento de evitacion a sefiales de enfermedad en
ninguno de los tres experimentos realizados en la condicion de
exposicion a no volatiles. Consideramos que este estudio
presenta evidencia sélida de que la orina extraida a las cuatro
horas después de la inyeccion de LPS no es suficiente para
provocar respuestas de evitacion en ratones hembra. Este hecho
se repite en dos cepas (CD1y C-57), comprobando asi que este
resultado no ha sido debido a la pérdida del gen que codifica el
receptor de patdgenos Fpr3 (Stempel et al., 2016).

Al respecto de los componentes volatiles encontramos
como resultado significativo en los tres experimentos (cercano a

la significacion en el primero, pero significativo en los otros dos)
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una tendencia a pasar mas tiempo en cerca de los componentes
volatiles de la orina de macho LPS al enfrentarla con los
componentes volatiles de la orina de hembra en el test de
preferencia, pero no al enfrentar macho sano con macho tratado
con LPS. Explicamos este hecho basandonos en componentes
volatiles novedosos que puedan atraer la atencién 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 experimentacion en la
Universidad de Valencia, haciendo que éstas adquiriesen
experiencia con la orina de macho sin tratar. Sin embargo, los
volatiles de la orina de macho tratado con LPS representan una
novedad para ellos al nunca haber sido expuestos a ellos. Ante
esta explicaciéon, no obstante, surge la observacion de que esta
tendencia a estar cerca de los componentes no volatiles 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. Ademas, los componentes
volatiles de esta ultima orina no tienen la capacidad de generar
atraccion al enfrentarlos con orina de hembra, dando a entender

de que estos carecen del poder de atraer la exploracion en
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nuestra muestra. De hecho, se ha demostrado que los
componentes volatiles de la orina de raton macho solo son
atractivos después de aprender el patron el patrén 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 atraccion por estos volatiles
deberian de haber estado en contacto con los mismos machos
en la casa de cria. Esta convivencia resulta poco probable, por
lo que este hecho repetido en los tres experimentos permanece
aun por explicar.

Todo lo comentado anteriormente queda reforzado por la
fase conductual y el estudio de la expresion de c-Fos realizado
sobre orina de macho tratado y sin tratar con LPS ya que las
hipétesis 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 mostré 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 preferian 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 atraccion hacia estimulos de macho en roedores
(e.g.: McArthy et al., 2018; Xiao et al., 2004). Asi pues, para
comprobar si los resultados se debian a que nuestros ratones
hembra no se encontraban en la fase de estro, disefiamos el

siguiente experimento.

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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I Orina Viruta

Estro n=8 n,= 8
No Estro n;=8 ns==8
Tabla 12: Muestra de la distribucién de la muestra (N=24) en los
cuatro grupos experimentales (n=8) extraido de disefios 2x2 con
las variables experimentales tipo de estimulo (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 raton macho (Whitten, 1956).
El test de preferencia consistio en la colocacion de estimulo de
macho en un lado de la caja de experimentacion (250mm x

500mm x 300mm) enfrentada a estimulo de hembra colocada en

el contrario.

En el siguiente experimento de viruta usamos como
estimulo viruta ensuciada por un macho tratado con LPS
durante 4 horas. La muestra consistié 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 disefio 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 estimulo fue de doce horas.

Como en el apartado anterior, para discutir los resultados
obtenidos utilizaremos la formulacion de las hipétesis
experimentales realizadas para cada uno de los procedimientos.
Asi, en el procedimiento de viruta vs orina/estro vs no estro,

la primera hipétesis formulada es:

11. T(Vr) > T(Or)

es decir, el tiempo que los animales de nuestra muestra se
encuentran cerca de él estimulo de viruta sera estadisticamente
mayor que el tiempo que exploran el estimulo de orina. Como

podemos observar en los resultados, los datos nos aportan
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diferencias estadisticamente significativas para dar confirmacion
empirica a la hipotesis. Asi, en este protocolo experimental
nuestros ratones hembra han encontrado mas interesante de
explorar, en general, el estimulo de viruta manchada que la orina
de Mus musculus. Este resultado puede deberse a una mayor
abundancia de quimiosefiales presentes en la viruta manchada,
ya que ésta ha estado en contacto con los animales durante
varios dias y contiene secreciones y excreciones que van mas

alla de la orina.

Por otro lado, presentamos a continuacion la siguiente

hipétesis de trabajo:

12. T(E) = T(noE)

esto es, el tiempo en que los sujetos de nuestra muestra estaran
cerca de los estimulos seré igual en los grupos en los que hemos
provocado el estro como en los que no. El andlisis estadistico de
los datos nos aporta evidencia contraria a la afirmacion de esta
hipotesis, al ser Unicamente el grupo no expuesto a viruta de
macho en la caja de estabulacién para provocar su entrada en
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estro los que presentan diferencias estadisticamente
significativas entre la exploracion de la viruta de hembra frente a
la viruta de macho. Sin embargo, cabe comentar que la
exploracion del grupo Estro/Viruta da resultados casi
significativos, con unas marcadas diferencias en la exploracion,
aunque no lleguen a pasar el criterio de a= 0.05, siendo este
resultado contradictorio con lo encontrado por parte de la
bibliografia. Por otro lado, los resultados respecto a los estimulos
de orina si que otorgarian evidencia positiva para esta hipétesis,
dando a entender que la exploracién de la orina no se ve

afectada por el estado en el ciclo estral de los ratones hembra.

Comentaremos las siguientes dos hipoétesis del estudio

con viruta y orina simultdneamente. Estas fueron formuladas

como sigue:
13. T(Vra > T(Vr)o
&
14. T(Or)s > T(Or)o

Id est, (13) el tiempo en que nuestra muestra pasara cerca del
estimulo de viruta ensuciada por un macho sera mayor el tiempo

que pasaran cerca de la viruta ensuciada por una hembra y (14)
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el tiempo que nuestros ratones pasaran cerca de la orina de
macho sera mayor que el tiempo que pasaran cerca de la orina
de hembra. En este caso encontramos resultados
estadisticamente significativos en los grupos expuestos a viruta,
dando evidencia a la formulacion de la hip6tesis 13 de que las
sefiales que posee la viruta de macho inducen mas a la
exploracion 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
hipétesis 13 al confirmar las herramientas estadisticas utilizadas
la hip6tesis 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 hip6tesis
formuladas hablaremos simultdneamente de la hipétesis 19 del
experimento con viruta de macho tratado durante 12 horas.

Asi, las primeras hipétesis fueron formuladas como sigue:
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17. T&noT > T@siT & TN
&
19. Tanot> Tasit & Tn

esto es, el tiempo que las ratonas hembra de nuestra muestra
estaran cerca de la viruta de macho no tratado con LPS sera
superior al tiempo que pasaran cerca de la viruta manchada por
un macho tratado con LPS durante cuatro horas (hipétesis 17) y
durante 12 horas (hipotesis 19). Los resultados ofrecen
evidencia contraria a las ambas hip6tesis, no siendo
significativos los efectos de las variables estudiadas a este
respecto. Asi, los animales de ambas muestras no muestran
preferencia hacia la viruta de macho sin tratar respecto al
estimulo neutro o la viruta de macho tratado. Este resultado
contradice lo establecido en la literatura sobre atraccion a
estimulos de raton 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) asi como
nuestro experimento anteriormente expuesto. De hecho, si nos
fijamos en la estadistica descriptiva de ambos experimentos

encontramos que las medias de las ratios en las condiciones de
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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 atraccion al ser colocada en la caja de experimentacion
frente a un estimulo neutro. Asimismo, encontramos al observar
la media de la condicién de viruta de macho tratado con LPS que
las medias tienden a alejarse de 1, incluso por encima de las
medias de la condicion de macho no tratado con LPS. Esto nos
indica una tendencia a explorar el estimulo de viruta con sefiales
de enfermedad al este ser enfrentado a viruta neutra, siendo esto
contrario a la literatura que muestra conductas de evitacion 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 linea de lo encontrado en los
experimentos con orina de ratén, donde encontrdbamos una
tendencia a estar cerca de los componentes volétiles de la orina
de macho tratado con LPS al ser ésta enfrentada con los

componentes volatiles de orina de hembra.
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LPS | LPS I
Condicién dnoT dsiT dnoT 3siT

M 1,02 1,17 1,16 1,26

EEM 0,10 0,16 0,16 0,16

Tabla 13: Media (M) y error estandar de la media (EEM) de las ratios
en las condiciones de viruta de macho no tratado con LPS (4noT)
y viruta de macho tratado con LPS (JsiT) en los experimentos de
virutade LPS 1y Il

La hipétesis que explicamos a continuacion hace
referencia Unicamente al experimento de viruta manchada
durante cuatro horas por macho tratado. Su formulacién es la

siguiente:

18. Tasitr<Tn

es decir, el tiempo que pasaran los ratones hembra cerca del
estimulo de macho tratado con LPS durante cuatro horas sera
menor al que pasan cerca del estimulo neutro. Los resultados
obtenidos en las pruebas estadisticas nos dan un efecto no
significativo de la variable “Tipo de estimulo’, mostrando
entonces que no hay diferencias entre grupos. Como
explicabamos en la hipétesis anterior, de hecho, la tendencia

observada en nuestra muestra es a explorar mas la viruta
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manchada por macho tratado con LPS que la viruta de macho
no tratado, repitiéndose esta tendencia respecto al estimulo

neutro, es decir, a la viruta limpia.

Finalmente, describiremos a continuacién las hipétesis
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 hipétesis seran tratadas

simultdneamente. Su formulacién es la siguiente:

20. T(D)anot > T(F)asit & T(I)n
&

21. T(D)anot > T(R)asit & T()n

es decir, tanto los ratones macho (hip6tesis 20) como hembra
(hipétesis 21) de nuestra muestra pasaran mas tiempo cerca de
la viruta de macho no tratado que cerca de la viruta de macho
tratado con LPS o el estimulo neutro (viruta limpia). Sin embargo,

los datos obtenidos de la conducta de los animales de nuestra
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muestra indican que la hipétesis de igualdad entre condiciones
se mantiene al no haber efectos significativos de las variables
estudiadas. Consideramos, no obstante, que pese a ho haber
alcanzado los criterios de significacion la estadistica descriptiva
nos aporta informacién que merece la pena discutir sobre las
tendencias de conducta de machos y hembras ante los
estimulos 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 hip6tesis anterior, en concreto, los machos exploran ambos
tipos de viruta con la misma tendencia de atraccion, aunque con
una ligera tendencia a explorar mas la viruta de macho no
tratado. Sin embargo, las hembras presentan una tendencia a

preferir la viruta de macho tratado con LPS.

Machos Hembras
Condicion dnoT dsiT dnoT dsiT

M 1,26 1,17 1,03 1,38

EEM 0,21 0,29 0,16 0,39

Tabla 14: Media (M) y error estandar de lamedia (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 (J'siT)
en el experimento de viruta de LPS 1.
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Continuamos con las siguientes hipétesis 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 Gltima al comportamiento ante viruta
de macho tratado con LPS (23), siendo su formulacién como

sigue:

22. T(@)&noT < T(Q)oﬂnoT
&

23. T(Q)&siT = T(@)&siT

id est, (22) el tiempo que los machos de nuestra muestra
pasaran cerca de la viruta de macho sin tratar sera igual o inferior
al tiempo que las hembras pasen cerca del mismo; y, por ultimo,
(23) el tiempo que los ratones hembra pasaran cerca de la viruta
de macho tratado con LPS durante 12 horas serd 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 estadisticos
descriptivos (Tabla 14) podemos observar que respecto a la
hipotesis 22 no solo no es correcta esta tendencia, sino que los

ratones macho tienden a explorar mas que las hembras el
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estimulo de macho sano al tener una ratio 0,23 puntos superior
al de las hembras con un error estandar de la media similar. Por
otro lado, la hipédtesis 23 tampoco consigue confirmacion
empirica en este andlisis especulativo de los estadisticos
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.

En este apartado hemos observado que los ratones
hembra de nuestra muestra tienden a explorar mas 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 quimiosefnales (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
raton usan diversos tipos de estimulos 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 ratén tendra mas potencia de sefalizacion que el
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uso de orina, y por lo tanto de provocar comportamientos de

exploracion o atraccion.

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 exploracion por las quimiosefales de los
estimulos de macho, contradiciendo asi 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 quimiosefnales
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 consistié en el método
de provocar la fase estral en la muestra, extraido 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 supondria 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 conclusion un método de control de las variables

hormonales deberia de ser utilizado.

La conclusién final de los experimentos realizados en este
apartado es que las sefales presentes en la viruta manchada
por LPS en los modelos de 4 horas y 12 horas no es suficiente
para generar un comportamiento de evitacion. Asi, tratando de
utilizar viruta manchada, que habiamos comprobado en el
experimento de viruta frente a orina presentado al principio del
apartado con mayor capacidad de provocar atraccién 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 ala literatura que
ha generado (Boillat et al., 2015), no encuentra apoyo empirico

en ninguno de nuestros experimentos realizados.

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 tenian
a cada lado de la caja de experimentacion un animal anestesiado

con Ketamina (100g/ml) y Metomidina (0,5mg/ml). Por cada
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situacion 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 experimentacién mientras que

el otro solo recibié la inyeccion anestésica.

A continuacién, comentaremos las hip6tesis de trabajo que
describimos al principio de esta parte de la tesis al respecto de
este experimento. Asi, la hipétesis 24 fue formulada utilizando la
muestra completa mientras que las hipétesis experimentales 25
y 26 son variaciones de la misma especificando segun el sexo

de la muestra:

/24. TnoT > TsiT & TN \

&
25. T(@)noT > T(@)siT & T(S)N
&

26. T noT > T siT&T N
2 (Pnor > T(2) (%) Y.

esto es, el tiempo en que los ratones de nuestra muestra
pasaran cerca del animal anestesiado no tratado serd mayor al
tiempo que pasardn cerca del animal tratado con LPS y del

estimulo neutro. Asi pues, la evidencia experimental no permite
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corroborar ninguna de las anteriores hipotesis. Las pruebas de
inferencia estadistica 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 mas a los animales tratados. En cuanto a
las diferencias por sexo, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas, aunque la ratio de los machos
parece indicar una tendencia a explorar mas que las hembras al

animal tratado con LPS.

Por otro lado, las ratios del estimulo neutro (una placa de
Petri vacia) en el total de la muestra nos indican una tendencia
a explorar ambos lados de la caja de experimentacién por igual.
Sin embargo, parece que existe cierto sesgo por parte de las
hembras a explorar uno de los lados mas que el otro, sesgo que
atribuimos al azar o a condiciones inocuas de la situacion
experimental. Al observar los videos de las grabaciones de la
tercera sesion de habituacion usadas para las mediciones
encontramos que los animales simplemente se pasan mas

tiempo en un lado realizando conductas de cuidado sin mostrar
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interés concreto por ninguna caracteristica de la caja de

experimentacion.

Nuestros resultados van en contra de la idea de que los
ratones tratados con LPS generen sefiales de enfermedad que
afecten a la conducta de otros congéneres activando el SIC.
Existen dos estudios que estudian en ratones las conductas de
evitacion de enfermedad utilizando para ello especimenes
tratados con LPS vivos. En primer lugar, el estudio de Boillat et
al. (2015) comentado en la introduccion 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
estadisticamente significativo de evitacion 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 disefiaron una

situacion 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
0 sin tratar en una caja de experimentacion. Los resultados del
andlisis de las variables conductuales aportaron efectos
significativos en la reduccion de las cépulas realizadas por parte

de los machos expuestos a hembras tratadas con LPS.

Nuestro estudio pretendia replicar los efectos encontrados
por el equipo de Rodriguez (Bolllat et al., 2015) en una muestra
de machos y hembras utilizando un animal anestesiado como
estimulo mas completo que la orina de animal tratado con LPS
utilizada en experimentos anteriores. Sin embargo, no pudimos
replicar los resultados de activacién del SIC encontrados ni por
estos ni por el equipo de Choi (Kwon et al., 2021). Una diferencia
gue presenta nuestro estudio respecto a estos dos estudios
reside en la cantidad de tiempo entre la inyeccion intraperitoneal
de LPS vy 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 exposicion a LPS a 12 horas. Para la
obtencion de la orina de macho tratado con LPS seguimos el
protocolo del equipo de Rodriguez, ya que como comentabamos

en la introduccién habian obtenido resultados estadisticamente
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positivos utilizando también orina de LPS. El aumento a 12 horas
pretendia aumentar la afectacion del estado de enfermedad del
animal para intentar aumentar la potencia de las posibles
sefiales de enfermedad. De hecho, el comportamiento de
enfermedad encontrada en los ratones pasadas 12 horas de la
inyeccion era una muestra de un fuerte efecto de la misma. Asi
pues, parece que el funcionamiento de posibles sefiales de
enfermedad que activan el SIC de conespecificos con este
modelo no es afectado positivamente por aumentar el tiempo de

la exposicion del animal emisor a un estado de enfermedad.

El ultimo experimento que vamos a presentar en la parte |l
sobre el modelo de LPS es en el que utilizamos la proteina
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 estimulos antes mencionados

en diferentes test.
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A continuaciéon, comentaremos las hip6tesis de trabajo que
comentamos al principio de la esta parte de la tesis al respecto
de este experimento. Asi, la primera hipotesis fue formulada

como sigue:

To>Ter & Ty

id est, el tiempo que estaran cerca del estimulo de D sera
superior al tiempo que pasen cerca del estimulo PF y del
estimulo neutro (solucién salina). En nuestro experimento no
hemos encontrado evidencia empirica de que la D provoque
mayor exploracion que el estimulo neutro o que los PF,
contradiciendo asi la literatura publicada sobre los efectos de
tipo feromonal en la conducta atribuidos a esta proteina urinaria
principal (Roberts et al., 2010, 2012, 2018; Liu et al., 2017;

Martin-Sanchez et al., 2015).

Finalmente, la Ultima hipétesis de la parte Il de la tesis fue

construida de la siguiente manera:
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Ter<Tn

es decir, los animales de nuestra muestra pasaran menos tiempo
explorando el estimulo PF que el estimulo neutro. El sentido de
esta hipotesis es que esperamos que los PF, como analogos de
sefales de enfermedad (Liberles et al., 2009; Riviére et al., 2009;
Demir et al., 2020) generasen conductas de evitacion y activasen
el sistema inmune comportamental, permiti€ndonos observar en
los ratones de la muestra la intencion de no exponerse a estos.
Sin embargo, no encontramos evidencia empirica para esta

hipotesis, encontrando que la hipotesis de igualdad se mantiene.

En los experimentos realizados en este apartado no
encontramos ningun efecto conductual de la PUP 20 sobre la
conducta de los animales de nuestra muestra. Este resultado se
encuentra en la misma linea que los resultados de los
experimentos con orina. La orina de macho normal y parasitado
presenta cantidades similares de PUP 20 al ser la produccién de
esta y otras PUPs dependientes de andrégenos (Lanuza et al.,

2014; Amstrong et al., 2005). Atendiendo entonces a nuestros
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resultados concluimos que no hemos encontrado evidencia
empirica para un efecto atractivo para las hembras de la D o de

las PUPs contenidas en la orina de especimenes 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 evitacion de
enfermedad. Otros investigadores han encontrado la activacion
de especifica del RPF3 en el OVN ante la secuencia de péptidos
formilados f-MKKFRW presente en la proteina bacteriana MgrB
(Bufe et al., 2019). La activacién del RPF3 es suficiente para
iniciar conductas de evitacion y que ratones con modificaciones
genéticas que generan disfuncién en este no activan conductas
del SIC. Ademas, en el estudio de Bufe y su equipo (2019), pese
a encontrar al contrario que nosotros conductas de evitacién de
conespecificos ante animales anestesiados tratados con LPS,
no encontraron activacion los RPF3 en esta conducta.
Concluyen, pues, que otros quimiorreceptores estan implicados

en la modulacién de esta conducta.
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1. Primero, queda constatado la capacidad atractiva de la
viruta manchada por un raton 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 disefio experimental nos indica una
atraccion hacia los componentes volatiles de la orina de
macho tratado con LPS. Esta preferencia se muestra
cambiando diferentes condiciones experimentales
como el tamafio 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 reduccién en la exploracion
de la viruta respecto a la viruta manchada por macho

sin tratar.
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4. Asi 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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Parte Illl: Estudios con
Kairomonas






5y

“As soon as there was life, there was danger

Joseph E. LeDoux

Con esta transformacion de la frase del poeta
estadounidense Ralph Waldo Emerson el conocido investigador
de los circuitos amigdalinos que median la adquisicion del
aprendizaje pavloviano de conductas condicionadas de
supervivencia defensiva Joseph E. LeDoux pretende enfatizar,
en un articulo de reciente publicacion (2022), la ineludible
relacibn que existe entre la evoluciébn y la conducta. Las
conductas defensivas, cuya intencion es defender la vida de
seres vivos, son una consecuencia de la necesidad de
supervivencia y reproduccién que es un producto inseparable del
hecho de vivir. Asi, desde seres unicelulares hasta las ramas
celularmente mas complejas de vertebrados, presentarian un
Sistema de Supervivencia Defensiva (SSD) relativamente
inconsciente que los llevaria a evitar los elementos nocivos del

ambiente.
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Asi pues, protozoos unicelulares son capaces de
reaccionar acercandose o alejdndose a estimulos externos
segun sean beneficiosos o posiblemente dafiinos (Jennings,
1906). Esta conducta de acercamiento o evitacion 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 mas
complejos (LeDoux, 2022). Todos los organismos tienen que

obtener alimentos, evitar el dafio, sobrevivir y reproducirse.

Los pequefios mamiferos son especies en constante
peligro de depredacion por parte de otros mamiferos, aves o
reptiles. Estos, en coevolucién con sus depredadores, han
desarrollado una serie de conductas especificas de especie
(Apfelbach et al., 2005) dependientes de las caracteristicas
corporales que los individuos poseen (LeDoux, 2022). Asi, los
roedores poseen su propio repertorio de conductas defensivas
motivadas por la deteccion sensorial del peligro de depredacion.
Al tratarse de una especie macrosmatica, la deteccién de
guimiosefiales olfativas es su principal forma de evaluar la
presencia de especies amenazantes, siendo capaces estos

olores de iniciar una serie de cambios fisiolégicos vy
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comportamentales adaptativos (Dielenberg y McGregor, 2001;
Apfelbach et al., 2005). Las conductas adaptativas que motivan
las sefales de depredador (i.e. las kairomonas que
menciondbamos en el apartado introductorio de esta tesis)
inician una serie de conductas estereotipadas que son usadas
en investigacion para la medicion de SSD y se denominan
“respuestas defensivas”. Estas respuestas se dan tanto en
laboratorio como en ambientes naturales (Dielenberg vy
McGregor, 2001; Apfelbach et al., 2005; Carobrez, Teixeira y
Graeff, 2001; Fendt, 2006) y consisten en conductas de
evitacion, huida, paralisis, conducta de exploracién 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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Tanto los ratones como las especies carnivoras que los
depredan son macrosmaticos, sefialando que las quimiosefiales
olfativas presentes en el medio juegan un papel importante en
su supervivencia. Estas especies, en su relacion de presa-
depredador, han coevolucionado a lo largo de la filogenia
(Abrams, 2000; Dietl y Kelley, 2002) y podemos encontrar en la
literatura algunos estimulos que parecen activar de manera
innata el sistema neuronal de supervivencia defensiva en la

especie Mus musculus (véase Tabla 15).

Molécula Fuente Recept Organ_o Conducta
Sensorial
Pheniletilamina | Orina de depred. RATA4 EOP Evitacion
Trimetiltiazolina | Heces de Zorro Desc. EOP Evitacion
MUP-13 Orina de Rata Desc. OVN Defensiva
Feld-4 Saliva de Gato Desc. OVN Defensiva

Tabla 15: Tabla explicativa de las principales quimiosefiales que
procedentes de depredadores y que provocan una respuesta
adaptativa en ratones. Modificado de Ihara, Yoshikaway Touhara,
2013.
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La orina de depredador, utilizada por la mayoria de estas
especies para marcar el territorio (Gese y Ruff, 1997; Mellen,
1993), produce en roedores conductas de evitacion y activacion
del SSD. Asi, Fendt (2006) expuso a una muestra de ratas a
orina de depredadores (gatos monteses, pumas, zorros, coyotes
y lobos) y de animales herbivoros (hembras de caballos y vacas)
encontrando un efecto estadisticamente significativo de la orina
de depredador para las conductas defensivas medidas (e.g.
conducta de evitacion). La molécula a la que se atribuye estas
conductas defensivas es la 2-Pheniletilamina, presente en
grandes cantidades en la orina de animales carnivoros (Ferrero
et al., 2011). Los receptores para los volatiles de la orina de
depredador, los RATA, han sido encontrados en el EOP de
ratones, asi 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)
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Aungue 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; Diaz-
Ruiz et al. 2013). Las heces de zorro (Vulpes vulpes) fueron
descritas en 1980 con la capacidad de iniciar conductas de
evitaciéon en roedores (Vernet-Maury, 1980), en concreto una
molécula volatil presente en éstas:
2,5-dihidro-2,4,5-trimetilthiazoline (TMT). Asi, la investigacién ha
encontrado que este compuesto provoca la aparicion de
conductas de supervivencia defensiva ante depredadores tales
como pardlisis, huida y la evitacion del estimulo (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 Tromsg en Noruega
expusieron a una muestra de ratas a una serie de estimulos
aversivos en un entorno seminatural formado por una caja de
experimentacion grande con diferentes compartimentos que
intentan proporcionar un entorno mas completo y cercano al

estado salvaje (Le Moéne y Agmo, 2018). Entre estos estimulos
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se encontraba el TMT, que pretendian usar para comprobar su
efecto en la frecuencia de las conductas de copula y
paracopulatorias en ratas. Los autores no encontraron un efecto

significativo de esta molécula.

Por otro lado, la activacion de las conductas tipicas del
sistema de supervivencia defensiva en roedores ha sido
constatada para los estimulos 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 proteina Feld4, analoga 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;
Gronlund 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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Para estudiar la neuroanatomia de las conductas
defensivas para la supervivencia del individuo podemos
encontrar dos enfoques experimentales mayoritarios: el uso de
paradigmas de condicionamiento pavloviano y la exposicion
directa a estimulos 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 si, con los nlcleos
neuronales del complejo amigdalino poseyendo un papel
preponderante (Canteras y Blanchard, 2008; Martinez-Garcia y
Lanuza, 2018; LeDoux, 2022). Asi, lesiones en el nacleo central
de la amigdala, que tiene un papel tanto en la conducta
condicionada como en la incondicionada ante estimulos 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.,
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Figura 43: Representacion de los circuitos neuronales involucrados en el
condicionamiento de conductas de supervivencia defensivas (izquierda)
y de conductas incondicionadas ante exposiciéon a estimulos de gato
(derecha). Abreviaturas: AHN= Hipotadlamo Anterior: BLA= Amigdala
Basolateral; BMAp= Nucleo Basomedial de la Amigdala, parte porterior;
BSTif= Nacleo del Lecho de la Estria Terminal, nacleo interfascicular;
CEA= Nicleo Central de la Amigdala; CS= Estimulo Condicionado; LA=
Nucleo de la Amigdala Lateral; LHA= Area Hipotalamica Lateral; MEApv=
Amigdala Medial Posterodorsal; PAGdI= Sustancia Gris Periacueductal,
parte dorsolateral; PMd= Nicleo Premamilar, parte dorsal; PVH=
Hipotdlamo Paraventricular; US= Estimulo Incondicionado; VMHdm=
Nucleo Hipitalamico Ventromedial, parte Dorsomedial. Modificado de
Canteras y Blanchard, 2008

Como podemos observar en la Figura 43, el
condicionamiento de conductas defensivas de

supervivencia parece requerir del correcto funcionamiento de
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tres nucleos de la Amigdala. En primer lugar, en la Amigdala
Lateral (AL) parece ser necesaria para que se desarrollen tanto
la adquisicion como el recuerdo de la asociacion de estimulos
amenazantes. Asi, al aplicarle lesiones (electroliticas o
excitotoxicas) o inactivacion farmacoldgica se evita el desarrollo
de este aprendizaje aprendizaje (LeDoux, 2000; Gale et al.,
2004; Cain y LeDoux, 2008). Por otro lado, la Amigdala Central
es, mediante sus conexiones con el Hipotdlamo y la SGP
(LeDoux et al., 1988; De Oca et al., 2004), importante para la
expresion de conductas como la pardlisis condicionada o la
activacion del sistema autondmico, asi como la creacion,
almacenamiento y consolidacibn del condicionamiento
(Goosens y Maren, 2001; Wilensky et al., 2006). Finalmente, la
Amigdala Basolateral tiene un papel aun incierto en este proceso
de aprendizaje (Cain y LeDoux, 2008), aunque la inactivacion de
éste mediante la inyeccion del agonista de los receptores GABA
muscimol supone un retraso en la aparicion de la misma

conducta (Muller y Fendt, 2006).

Las conductas incondicionadas que provoca la
presentacion de estimulos de depredador también requieren

la activacion del Circuito de Amigdalino de Defensa (LeDoux,
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2022) y esta presente en la gran mayoria de las especies de
vertebrados (Martinez-Garcia y Lanuza, 2018; Suryanarayana,
Robertson y Grillner, 2022). A este respecto, en roedores, la Me
desempefia un papel preponderante al ser la encargada de
recibir los inputs del BOA (McGregor et al., 2004). La realizacion
de lesiones citotoxicas en este nicleo provoca una reduccion
significativa de las conductas incondicionadas ante estimulos
procedentes de gato (Li et al., 2004) y la molécula derivada de
heces de zorro TMT (Mdller y Fendt, 2006) y se ha comprobado
mediante el marcaje de la proteina c-Fos la activacién, en
especial de la MePV, ante olores de este mismo depredador
(Dielenberg, Hunt y McGregor, 2001). Ademas, otros nucleos
activos que se han encontrado activos en la amigdala antes
estimulos de depredador son la porcion posterior de la Amigdala
Basomedial y el nivel caudal de la AL, siendo probable que estas
areas posean una funcion de integracion sensorial de otros
estimulos no olfativos procedentes de depredadores (Shi y

Casell, 1999; McDonald, 1998).

Finalmente, los nucleos VMH-DM, la parte dorsal del
Nucleo Premamilar y el Hipotalamo Anterior forman lo que se ha

denominado como el Circuito Defensivo del Hipotalamo Medial
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(Canteras, 2008). Estos nucleos se encuentran altamente
interconectados (Canteras, 2002), recibiendo el VMH la mayor
parte de la informacion procedente de la Amigdala, el
Hipotalamo Anterior, mediante sus aferencias desde el Nucleo
Septal Lateral podria recibir la informacion contextual
procedente de la formacion hipocampal (Petrovich, Canteras y
Swanson, 2001) y el Nucleo Premamilar, conectado con ambos,
proyectaria a la SGP junto con el VMH (Canteras, 2008). La zona
dorsal del Nucleo Premamilar es la region hipotalamica que en
mayor medida responde a las amenazas, y su lesion provoca los

mayores déficits en el SSD (Markham et al., 2004).

Por ultimo, la SGP recibe la mayor parte de las aferencias
de estos tres ndcleos hipotaldmicos, siendo indispensable para
el desarrollo de las conductas defensivas tanto incondicionadas
como condicionadas mediante aprendizaje pavloviano. En
concreto, mediante marcaje de la proteina c-Fos se ha
encontrado una alta activacion neuronal las regiones
dorsolateral y dorsomedial del PAG ante estimulos
incondicionados de depredador (Dielenberg, Hunt y McGregor,

2001; Canteras y Goto, 1999) mientras que la region
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ventrolateral parece implicada en el condicionamiento (Carrive

et al., 1997)

En este apartado nos disponemos a enumerar las
hipotesis experimentales que hemos desarrollado para trabajar
sobre los cinco experimentos de esta tercera parte. Asi pues, en
los primeros tres experimentos usamos como estimulo aversivo
diferentes secreciones de varios donantes de la especie Felis
catus: en el primero, secrecion de la glandula perianal; en el
segundo, saliva; en el tercero, trozos de tejido donde un donante

estuvo durmiendo. Las hipétesis fueron las siguientes:

1. El tiempo que los sujetos pasan en la zona del
estimulo de glandula perianal sera inferior al que
pasan en la zona del estimulo neutro.

2. El tiempo en que los animales de nuestra muestra
estaran cerca del estimulo compuesto de saliva de
gato sera inferior al tiempo que estaran ante el

estimulo neutro.

227



3. El tiempo en que los animales de la muestra pasaran
cerca del lecho de gato serd inferior al tiempo que

pasaran ante el estimulo neutro.

Hi Formula
Felis 1 Tera < TN
silvestris
2 Tsv < TN
catus
3 TL<TnN

Tabla 16: Tabla resumen para las hipo6tesis de trabajo para los
experimentos de preferencia con estimulos de individuos de la
especie Felis silvestris catus. Los colores sefialan el tipo de
estimulo: el color rojo los de gato; el color negro el estimulo neutro.
Simbolos: T= tiempo; GPA= Estimulo de glandula perianal; SLV=
Saliva de gato; L= Lecho de gato; N= Estimulo neutro.

El siguiente experimento realizado utilizé viruta sucia de
conejo y de rata como estimulos experimentales. Las hipotesis

experimentales fueron las siguientes:

4. Los sujetos experimentales pasaran menos tiempo de
manera estadisticamente significativa ante el estimulo
de rata que ante el estimulo neutro.

5. A su vez, no pasaran mas tiempo ante el estimulo de

conejo que ante el estimulo neutro.
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| Hi Formula

Ratay 4 TrAT < TN

Conejo 5 <Tn

Tabla 17: Tabla resumen para las hip6tesis de trabajo para Los
experimentos de preferencia con viruta de rata y de conejo. Los
colores sefialan el tipo de estimulo: el color rojo los de rata; el colo
verde los de conejo; el color negro el estimulo neutro. Simbolos:
T= tiempo; RAT= Viruta de rata; ORYC= Viruta de conejo; N=
estimulo neutro.

Finalmente, el quinto experimento realizado se trata del
experimento de preferencia con trimetilpirazina (molécula
presente en la orina de lobo). La hipotesis de trabajo fue la

siguiente:

6. Los animales de nuestra muestran pasaran menos
tiempo cerca del estimulo de trimetilpirazina que del

estimulo neutro de manera estadisticamente

significativa.
| Hi Formula
Trimetil-
o 6 Trr< TN
pirazina

Tabla 18: Tablaresumen paralahipétesis de en el experimento con
trimetilpirazina. El color rojo sefiala la pirazina; el color negro el
estimulo neutro. Simbolos: T=tiempo; GPA= Estimulo de glandula
perianal; PIR= Trimetilpirazina; N= Estimulo neutro.
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Fueron realizados tres experimentos utilizando estimulos
procedentes de especimenes de la especie Felis silvestris catus.
Para el primero de ellos, en el gue usamos estimulo procedente
de la glandula 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
presentacion de lecho de gato, fueron usadas cinco ratones

hembra de la cepa C-57.

Todos los animales carecian de experiencia previa con
estimulos derivados de gato y les fue proporcionada comida y
agua ad libitum. Las condiciones de estabulacion, determinadas
por el animalario de la Universidad de Valencia, fueron
adecuadas a nivel de bienestar animal (e.g.: temperatura y

humedad adecuadas, espacio acustico no estresante, etc.).
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El trato realizado a todos los sujetos experimentales se ha
realizado acorde a los estandares éticos reflejados en
La Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo
de 22 de septiembre de 2010 y su trasposicion a la legislacion
espafiola (Real Decreto 53/2013,de 1 de febrero). A
continuacién, presentamos una tabla con todos los animales
usados en los procedimientos de la Parte Il de la presente tesis

doctoral con los cédigos correspondientes de aprobacion por el

comité ético:
N Cepa Sexo Edad! Codigo?
Glandula Perianal 6 CD1 (Ca 10 A1495042802173
Saliva de Gato 1 C-57 @ 8 A20191115164620
Lecho de Gato 5 C-57 @ 12 A20191115164620
Est. de Ratay Conejo 16 C-57 @ 8 A15367484739933
Piracina 10 C-57 @ 10 A20191115164620

Tabla 19: Tabla mostrando las caracteristicas de los sujetos
usados en los experimentos presentados en la Parte Ill sobre
Kairomonas. 'Edad en semanas. 2Cddigo de aprobacion por el
Comité de Etica.
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Las glandulas perianales consisten en dos sacos cerca de
la pared muscular del ano de muchos carnivoros (Gorman &
Trowbridge, 2019) cuya funcién es la secrecion de un liquido
aceitoso de fuerte olor que facilita la defecacién al mismo tiempo
gue sirve de marca territorial (Asa, Mech & Seal,1985; Drea et
al., 2002) y fuente de informacién que permite el reconocimiento

entre individuos (Miyazaki et al., 2018; Burgener et al., 2009).

En este estudio fue extraido el liquido de la glandula
perianal de un gato doméstico por un profesional veterinario en
su consulta mediante una gasa médica. Asi, la gasa quedd
impregnada del estimulo y conservada a 4°C hasta el dia de su
utilizaciéon. Para su presentacion, fue troceado en varias partes

para distribuirlo entre los animales de la muestra.

Se ha encontrado la capacidad de la saliva de
especimenes de Felis catus para provocar conductas de
evitacion en ratones (Papes, Logan y Stowers, 2010). En nuestro
caso usamos algodaén hidréfilo impregnado de saliva de un gato
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doméstico como estimulo para el protocolo con saliva. La
obtencion de éste se realizd mediante un veterinario en su
consulta con un espécimen macho sano y cautivo que pasaba
consulta. Para impregnarlo el veterinario deposito el algodon el

mayor tiempo posible en la cavidad bucal del animal.

Después de su obtencién, el algodén fue troceado y
mantenido a 4°C hasta el momento de la fase experimental del

procedimiento.

El estimulo para el procedimiento experimental usando
lecho de gato fue obtenido mediante donacion de un particular
duefio de un espécimen de Felis silvestris catus. El animal del
cual fue obtenido el estimulo se trataba de un macho esterilizado
de 5 afios y 5 meses de edad. Su alimentaciéon consistia en
pienso estandar para gatos esterilizados Ultima (Affinity Petcare
S.A., L'Hospitalet de Llobregat, Espafia) y paté para gatos
adultos DeliKuit (Deuerer Petcare France, ZAC de la Boulbéne,
Francia). No poseia ninguna condicion veterinaria relevante para

el experimento.
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El substrato donde se impregnd el estimulo de gato
consistié en una camiseta comun (composicion 100% Algodén).
Sobre esta camiseta el animal donante durmié durante una
semana todos los dias al menos ocho horas diarias. Al octavo
dia el estimulo fue recogido, recortado y guardado en un

congelador a -20°C hasta el momento de la experimentacion.

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 Il. El dia de la
exposicion los sujetos experimentales fueron colocados en el
lado de la caja contrario al estimulo de gato extraido de la
glandula perianal. Para evitar posibles sesgos por la ubicacion
espacial del sujeto o del estimulo 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 estimulos experimentales de gato.
El estimulo fue presentado dentro de un bote de cristal de 45mm

de diametro y 45mm de altura permitiendo que los sujetos
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tuvieron acceso completo al mismo. Por otro lado, el estimulo
neutro consistio en un bote de las mismas dimensiones en el que

se coloco una gasa médica con solucion salina (0,9%).

La figura siguiente ilustra el protocolo experimental:

Muestra (N=6; CD1; (3))

. |
P .

a
-

Fase Pre-Experimental Dias 1 a 2: Habituacién Exposicién

Figura 44: llustracion gréafica del protocolo experimental. En la
Fase Experimental del procedimiento fueron realizados dos dias
de habituacion y uno de exposicion, donde fue presentado a los
animales estimulo de glandula perianal (rojo) y estimulo neutro

(gris).

Todos los sujetos pertenecen al mismo grupo
experimental, siéndoles presentados a todos los animales el
estimulo de glandula perianal. Los dias de habituacion fueron
iguales al de la experimentacion, colocando dos estimulos
neutros en cada lado de la caja. El dia de la exposicion se colocé
en uno de los lados el bote con el estimulo experimental y se
dej6 al ratén explorar con libertad durante los 10 minutos que

duré la grabacion de la prueba.
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Experimento de Preferencia con Saliva

Usamos la misma caja de experimentacion que en el
anterior experimento. El estimulo 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 estimulo neutro, consistente en un
trozo de algoddn hidréfilo de las mismas dimensiones que el
utilizado para contener la saliva, se colocé de igual manera en
una placa de Petri de igual tamafio en el lado contrario de la caja
de experimentacion. Una ilustracién de la situacion experimental

la encontramos en la siguiente imagen.

Figura 45: Representacion de la situacién experimental. En cada
lado de la caja fueron colocados los estimulos, 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 situacién espacial del animal y
el estimulo se invirti6 en la mitad de la muestra.
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En la siguiente figura ilustramos el protocolo experimental

que fue realizado:

Muestra (N=11; C-57; [9))

Dias 1 a 2: Habituacion Exposicion

Figura 46: llustracion gréafica del protocolo experimental. En la
Fase Experimental del procedimiento fueron realizados dos dias
de habituacion y uno de exposicion, donde fue presentado a los
animales estimulo de saliva de gato domeéstico (rojo) y estimulo
neutro (gris).

Como podemos observar, el experimento consto de dos
fases. En la de habituacion, con una duracién de dos dias, se
realizé una sesion por animal y dia imitando las caracteristicas
de la situacién experimental el dia de la exposicion. En la fase
de exposicion los animales fueron expuestos a un protocolo de
preferencia enfrentando estimulo neutro con el estimulo de
saliva de gato. Cada test, tanto en la fase de habituacion como

en la fase de exposicién, tuvo una duracién de 300s (5 min).
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En el caso del protocolo de preferencia por lecho de gato
fue presentado cada estimulo, tanto el neutro como el
experimental, en la parte central de una placa de Petri. Estas
placas fuerdén colocadas una en cada lateral de la caja de

experimentacion (250mm x 500mm x 300mm).

En la siguiente figura se ilustra el procedimiento

experimental seguido:

Muestra (N=11: C-57; (@)

I
. 30 minutos
L I Control: 15 min Exposicion: 15 min
N
> I

Dia de Exposicién

I
I
1
1
1
1
1
1
1
Fase Pre-Experimental

Figura 47: llustracion grafica del protocolo experimental. En la
Fase Experimental del procedimiento fue realizado un Unico
ensayo de 30 minutos dividido en dos fases: la primera, de 15
minutos, de Control y la segunda, de otros 15 minutos, de
exposicion. A los animales les fue presentado estimulo de lecho
de gato doméstico (rojo) y estimulo neutro (gris).

Como podemos observar, cada prueba experimental
const6 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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habituacion, colocando en las placas de Petri estimulo neutro.
Finalmente, en la fase de exposicion, se retird uno de los
estimulos neutros y se sustituyd por lecho de gato mientras el
sujeto experimental aln estaba en la caja. Para evitar un sesgo
de lateralidad la disposicién espacial de los estimulos fue

contrabalanceada.
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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 estabulacion 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 cémodos para los

animales.

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 estimulo 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
experimentacion. Durante este periodo no se realizaron

procedimientos de ningun tipo sobre los donantes.

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 separ6
una parte y se almaceno hasta el dia de su uso en el protocolo

experimental.

Los estimulos experimentales fueron enfrentados en cada
test de preferencia a un estimulo neutro, cada uno en un lado de
la caja de experimentacion (dimensiones= 250mm x 500mm x
300mm). El estimulo neutro consistié en la misma cantidad de
viruta limpia que la del estimulo 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:

Muestra (N=16; C-57;(Q)) Grupos (n=8) Grupo Rata/Conejo

e L — T )

P Grupo Conejo/Rata
.« — (gt —> | | [ (N

Fase Pre-Experimental ,' Dias 1 a 2: Habituacién  Exposicién 1 Exposicién 2

Figura 48: llustracion grafica del protocolo experimental. En la
Fase Experimental del procedimiento fueron realizados dos dias
de habituacién y dos de exposicién, donde se les presento atodos
los animales viruta de conejo frente a estimulo neutro (verde y
gris) o bien viruta de rata frente a estimulo neutro (rojo y gris). El
cambio en la lateralidad de los colores en la fase de exposicidn se
ha realizado para indicar el contrabalanceo dentro de la caja
respecto de los estimulos.

El protocolo experimental fue dividido en dos fases: la fase
de habituacién, en la que se presentaba a los animales la
situacion experimental, pero sin los estimulos para que se
acostumbraran a los aspectos basicos de ésta; y la fase de
exposicion, en la que fueron presentados bien viruta sucia de
conejo frente a viruta limpia del mismo tipo que esta 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 estimulo
de rata el primer dia de exposicién y a estimulo de conejo el
segundo mientras que la otra mitad siguio el orden contrario. La

duracioén de los ensayos fue de 900s (15 min).
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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 experimentacion
contaban con 10 semanas de edad, siendo naive a los estimulos

gue 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 cémodo para los
animales. El mantenimiento, el cuidado y la experimentacion se
fue realizado bajo los estandares éticos aceptados en los
protocolos aprobados por el Comité de Etica de la Universidad

de Valencia (ver Tabla 19).

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 evitacibn 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.

Asi pues, el estimulo que utilizamos consistié en 2,3,5-
Trimetilpirazina (Sigma Aldrick, Merck KGaA, Darmstadt,

Alemania) a una proporcion 1:10 con HzO..

En este experimento la caja de experimentacién poseia
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 10pl en medio
de una placa de Petri rodeado de viruta limpia de raton, idéntica

a la usada para la estabulacién de la muestra. El estimulo neutro
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consistié en 10ul de solucién salina con la misma presentacion

que la trimetilpirazina.

Como podemos observar en la siguiente figura, el
procedimiento experimental consté de una fase de habituacion,
de tres dias y una de exposicion al estimulo. En la fase de
habituacion la situacién experimental fue idéntica a la fase de
exposicion salvo por el uso de un estimulo neutro en cada lado
de la caja. Por otro lado, el dia de exposicion uno de los dos
estimulos fue el estimulo experimental (id est, 2,3,5-
trimetilpirazina) en vez del estimulo neutro. Para evitar sesgos
en los datos debido a la colocacion del estimulo y del animal
dentro de la caja se contrabalanced la colocacion de éstos en la

mitad de la muestra.

Muestra (N=10;C-57;(2))

»
'Y
f

Dias 1 a 3: Habituacion Exposicion

Fase Pre-Experimental

Figura 49: llustracion gréfica del protocolo experimental. En la
Fase Experimental del procedimiento fueron realizados tres dias
de habituacion y uno de exposicion, donde les fue presentado a
los animales el componente de la orina de lobo 2,3,5-
Trimetilpirazina (rojo) frente a estimulo neutro (gris).

245



Cada ensayo, tanto en la fase de habituacién como en la

de exposicion, tuvo una duracion de 600s (10 minutos).

Todos los experimentos que presentamos a continuacion
tienen en comun que las grabaciones de conducta fueron
analizadas usando el programa “Smart v3.” (Panlab) y que para
el andlisis estadistico de los datos extraidos de éste fue usado
el software “IBM SPSS Statistics v23.0”. Antes de realizar
pruebas de andlisis de datos para evaluar los efectos
estadisticos 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 estimulo de glandula perianal la
VD consistio en el tiempo en segundos que el animal paso cerca
del estimulo. El disefio experimental const6 de dos VI
intrasujetos: la variable dia de experimentacion con las
condiciones control y exposicién; y la variable tipo de estimulo,
con las condiciones neutro y experimental. Para evaluar
estadisticamente los datos se realiz6 una Anova de medidas

repetidas.

En el experimento en el que fue usado estimulo de saliva
de gato como estimulo experimental la VD consistio en la ratio
entre el tiempo que pasaba el animal en la zona de la caja donde
estaba situado el estimulo experimental y el lado del estimulo
neutro. El protocolo consta de una variable intrasujetos
denominada tipo de estimulo con dos condiciones (neutro;
experimental) y para evaluar sus efectos estadisticos se realizé

una Anova de medidas repetidas.

Respecto al experimento con estimulo de lecho de gato
la VD consisti6 en la ratio entre el tiempo que el animal ha estado
en la zona del lecho de gato y en la zona del estimulo neutro. El
disefio experimental tiene una VI intrasujetos que llamamaos tipo
de estimulo 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 estimulo de rata 'y conejo
la VD consistié en la ratio entre el tiempo que el animal ha estado
en la zona del estimulo experimental y en la zona del estimulo
neutro. El disefio experimental tiene una variable intrasujeto de
tres condiciones que hemos llamado tipo de estimulo (Neutro;
Viruta de Conejo; Viruta de Rata). Para analizar el efecto
estadistico de las variables fue realizada una Anova de medidas

repetidas.

El experimento con estimulo de orina de lobo (2,3,5-
Trimetilpirazina) tuvo una VD que consistio en la ratio entre el
tiempo que el animal ha estado en la zona del estimulo
experimental y en la zona del estimulo neutro. El disefio
experimental tiene una variable intrasujetos de dos condiciones
que llamamos tipo de estimulo (neutro; experimental) y se ha
realizado una Anova de medidas repetidas para evaluar los

efectos estadisticos.
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En el siguiente experimento fue utilizado como estimulo
experimental un trozo de gasa médica impregnada de secrecion
de la glandula perianal de un ejemplar de Felis catus. Los

resultados del experimento se presentan en la siguiente Figura:

Exploracion de Est. de Glandula Perianal

180

150

1

120 I 1

90 I
60
30
0

Tiempo Cerca Del Estimulo (s)

Control Exposicién
Control OGland. Perianal

Figura 50: Representacién de los resultados de la exposicion a
estimulo de glandula perianal (en rojo) y estimulo neutro (en gris)
en las fases del procedimiento de control y exposicién. Lavariable
dependiente es el tiempo que el animal pasa cerca de los
estimulos. Las barras de error estandar representan el error de la
media. No encontramos diferencias estadisticamente
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 estadisticamente significativos
sobre el tiempo que el animal pasa cerca del estimulo. Asi, ni la
VI momento de exposicion (F13 =0,022; p= 0,892) ni la variable
tipo de estimulo (F1, 3 = 4,106; p=0,136) asi como su interaccién
(F13=0,142; p=0,731) nos arrojan una p por debajo del criterio de
significacion. Concluimos por ello que, segin nuestros datos, ni
el dia de presentacion del estimulo ni la secrecion obtenida de
la glandula perianal de un gato tienen un efecto sobre el tiempo
que el animal pasa cerca de los estimulos experimentales (es
decir, cerca del estimulo neutro o cerca de la secrecion de

glandula perianal).
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En el siguiente experimento fue utilizado un trozo de
algodon hidréfilo impregnado de saliva de Felis catus. Los

resultados del experimento se presentan en la siguiente figura:

Exploracion de Saliva de Gato

1,8

16 ]
14

1,2 l
0,8

0,6
0,4

Ratio Gato/Control

OControl 0OSaliva

Figura 51: Representaciéon de los resultados de la exposicién a
estimulo de saliva de gato y estimulo neutro en las fases del
procedimiento de control (habituacién; en gris) y exposiciéon (en
rojo). La variable dependiente es la ratio entre el tiempo que el
animal pasa en la zona de los estimulos. Las barras de error
representan el error estandar de la media. Se presentan las ratios
respecto al estimulo neutro frente al que fueron presentados de
tal manera que si el sujeto experimental pasa mas tiempo en la
zona del estimulo el resultado sera >1. No encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones
experimentales.

Los resultados de las herramientas estadisticas utilizadas

arrojan un resultado cercano a la significacion estadistica para
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la variable tipo de estimulo (F1,10= 4,988; p= 0,050). Sin embargo,
la ratio de esta variable esta organizado de tal manera que un
resultado mayor a uno indique que la exploracion es mayor en el
estimulo de saliva de gato frente al neutro. Como podemos
observar, la barra de la exploracion de la saliva de gato se sitGa
por encima de este uno (Media=1,414), indicando una tendencia
a explorar mas el estimulo experimental de depredador que el

estimulo neutro.

En el siguiente experimento fue utilizado un tejido en el que
un sujeto Felis catus habia realizado sus periodos de suefio
durante al menos una semana. Los resultados del experimento

se presentan en la siguiente figura:

252



Exploracion de Lecho de Gato
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Figura 52: Representacion de los resultados de la exposicién a
estimulo de lecho de gato y estimulo neutro en las fases del
procedimiento de control (habituacion; en gris) y exposicion (en
rojo). La variable dependiente es la ratio entre el tiempo que el
animal pasa en la zona de los estimulos. Las barras de error
representan el error estandar de la media. Se presentan las ratios
respecto al estimulo neutro frente al que fueron presentados de
tal manera que si el sujeto experimental pasa mas tiempo en la
zona del estimulo el resultado sera >1. No encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones
experimentales.

Los resultados de la Anova de medidas repetidas realizada
sobre los datos de la ratio entra ambos estimulos en el test de
preferencia nos indican unos resultados no significativos para la
variable tipo de estimulo (F1.=1,641; p= 0,269). Por lo tanto,
podemos decir que el estimulo de lecho de gato utilizado en el
protocolo no afecta a la conducta de los animales de nuestra

muestra.
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En el siguiente experimento fueron usados como estimulos
experimentales viruta ensuciada por rata y viruta ensuciada por
conejo. A continuacion, se presentan graficamente los

resultados del experimento:

Exploracion del Est. de Conejo y Rata
1,4

1,2

0,8

0,6

0,4 1

Ratio Est. Exp./ Est. Neutro

0,2

O Control OConegjo ORata

Figura 53: Analisis de la conducta de la exposiciéon de los ratones
hembra a estimulo de conejo (verde), estimulo de rata (rojo) y a
estimulo neutro (gris). Se presentan las ratios respecto al estimulo
neutro frente al que fueron presentados de tal manera que si el
sujeto experimental pasa mas tiempo en la zona del estimulo
experimental el resultado sera >1. Las Barras de Error representan
el error estandar de la media. La variable dependiente es la ratio
entre el tiempo que el animal pasa cerca de los estimulos en
segundos (s). No encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre las condiciones experimentales.
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Los resultados de las pruebas de andlisis de datos
realizadas nos arrojan unos resultados no significativos para la
variable tipo de estimulo (F212= 3,587; p= .060). Cabe destacar,
por otro lado, la media de la ratio del tiempo pasado en la
condicién estimulo de rata (M=1,00117). Esta, cercana a uno,
nos indica que nuestra muestra estd la misma cantidad de
tiempo en la zona del estimulo neutro que en la zona de la viruta
sucia de rata, mostrando una falta de conducta defensiva hacia

la viruta sucia de rata.

A continuacion, 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 medicién de la conducta de la muestra:
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Exploracion ante Trimetilpirazina
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Figura 54: Representacion de los resultados de la exposicién a
estimulo trimetilpirazina y estimulo neutro en las fases del
procedimiento de control (habituacion; en gris) y exposicién (en
rojo). La variable dependiente es la ratio entre el tiempo que el
animal pasa en la zona de los estimulos. Se presentan las ratios
respecto al estimulo neutro frente al que fueron presentados de
tal manera que si el sujeto experimental pasa mas tiempo en la
zona del estimulo el resultado sera >1. Las barras de error
representan el error estandar de la media. No encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones
experimentales.

En nuestro caso encontramos que la Anova de medidas
repetidas realizada nos muestra que la variable tipo de estimulo
no tiene ningun efecto estadisticamente significativo sobre la
conducta de preferencia de lugar mostrada por los animales de

nuestra muestra (F19= 1,386; p= 0,269).
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Siguiendo la linea de la discusién de la parte Il, en la
discusion de este apartado empezaremos haciendo una breve
descripcion de los experimentos realizados dividiéndolos en tres
apartados: 1) experimentos con estimulos de gato, donde
expondremos los resultados de los experimentos realizados con
secrecion de glandula perianal, con saliva de gato y con lecho
de gato; 2) experimentos con estimulo de rata y conejo; y los
estimulos de lobo, donde expondremos los resultados obtenidos
usando 2,3,5- Trimetilpirazina. La valoracién de los resultados
se realizara siguiendo las hipétesis formuladas en el apartado

correspondiente al inicio de este apartado de la tesis.

Finalmente, extraeremos las conclusiones y realizaremos
una discusion de los mismo en el subapartado correspondiente,
dando wuna visibn de conjunto e integrando nuestras

conclusiones con literatura disponible en el momento.
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En este apartado vamos a comentar los resultados de los
tres experimentos realizados utilizando estimulos de Felis catus.
En total, hemos realizado tres experimentos utilizando tres
fuentes diferentes de material organico usado potencialmente
como quimisiosefal: 1) estimulo de glandula perianal; 2) algodén

hidréfilo impregnado con saliva de gato; y 3) lecho de gato.

En el experimento de estimulo de glandula perianal, la
secrecion fue extraida 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
estimulo y a estimulo neutro, colocados cada uno en un lado de
la caja. El estimulo neutro consisti6 en un trozo de gasa

impregnada con solucién salina.

El segundo experimento, en el que se uso saliva de gato,
consistio en un test de preferencia en el que fue colocado el
estimulo experimental y el estimulo neutro cada uno en lado de
la caja de experimentacion. El estimulo fue recogido por un

veterinario en su consulta a un espécimen.
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Finalmente, el tercer experimento consistio en un test de
preferencia en el que se presentaba, a una muestra de ratones
hembra, un trozo de tejido sobre el que habia dormido un
espécimen sano de Felis catus. Al otro lado en caja de
experimentacion se situ6 el estimulo neutro, consistente en un

trozo de tejido limpio de las mismas caracteristicas.

En este subapartado discutiremos las hipoétesis
experimentales elaboradas para los estimulos de gato. Asi pues,

las tres hipotesis son las siguientes:

/1- Tepa < Tn \

&

2. Tov<Tn
&

Q. TL<Tn /

es decir, (1) el tiempo que los sujetos pasan en la zona del
estimulo de glandula perianal sera inferior al que pasan en la
zona del estimulo neutro; (2) el tiempo en que los animales de

nuestra muestra estaran cerca del estimulo de saliva de gato
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serd inferior al tiempo que estaran junto al estimulo neutro; y (3)
el tiempo en que los animales de la muestra pasaran cerca del
lecho de gato seré inferior al tiempo que pasaran ante el estimulo

neutro.

Para la comparacion de los resultados en la exploracion
hemos utilizado, para la primera hipotesis, el tiempo en
segundos que los animales pasan cerca del estimulo. Por otro
lado, para comparaciéon de los resultados de referidos a las
hipétesis dos y tres, hemos utilizado la ratio del tiempo que los
sujetos experimentales pasan cerca de los estimulos, indicando
si esta es mayor que uno una preferencia por explorar el

estimulo experimental procedente de los gatos donantes.

Los resultados de las pruebas estadisticas realizadas no
nos permiten confirmar ninguna de las hipétesis formuladas. En
el caso de la hip6tesis 1, ninguna de las VI ni su interaccion ni
su interaccién tiene un efecto estadisticamente significativo
sobre el tiempo que los ratones macho de la muestran pasan
explorando los estimulos. De hecho, si observamos los datos en
bruto del dia de la exposiciébn (véase Figura 50) nos

encontramos con que no existe tendencia a evitar el estimulo de
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glandula perianal, sino que tiene un efecto similar al estimulo

neutro.

La hipo6tesis dos referida a la exploracion del estimulo de
saliva de gato, tampoco puede ser confirmada por los datos
obtenidos en nuestro experimento. El efecto estadistico de la VI
nos indica un efecto cercano al criterio de significacion
estadistica (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 dia de
experimentacion del experimento (Figura 51) en la que fueron
presentados el estimulo de saliva de gato al lado contrario que
el estimulo neutro (M= 1,41; EEM= 0,34). Las ratios de los
experimentos de esta parte de la tesis estan pensadas de tal
manera que aquellas mayores de uno indican que la muestra
pasa un mayor tiempo cerca del estimulo de depredador. Por lo
tanto, la tendencia estadistica que encontramos indicaria que
nuestro estimulo tiene un efecto incitador a la exploracion, al

contrario, de la hipotesis formulada.

Finalmente, los resultados referidos a la tercera y ultima

hipodtesis del apartado tampoco dan apoyo empirico a la
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hipétesis de trabajo. Asi pues, podemos decir que ninguno de
los estimulos experimentales presentados como estimulos que
provocan conductas defensivas incondicionadas han confirmado

su efectividad para este fin en nuestros experimentos.

Las glandulas perianales son utilizadas por muchos
carnivoros como una forma de marcar el territorio y de realizar
comunicacion intraespecie gracias a sus componentes volatiles
gue emiten un fuerte olor acre (Miyazaki et al., 2018). Aunque
parece que el marcaje mediante secreciones de las glandulas
perianales de los gatos puede proporcionar informacién sobre el
sexo, el estado reproductivo o servir como marca de
identificacion individual (Feldman, 1994) existe poca
investigacion sobre el papel de éstas en la quimiocomunicacién
entre gatos (Miyazaki et al., 2018). De hecho, no hay
investigacion empirica en el momento de realizar esta tesis
sobre el papel de esta secrecibn en la comunicacion

interespecie.

En el experimento presentado en esta tesis no

encontramos evidencia de que las secreciones de las glandulas
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perianales motiven conductas propias del SSD en individuos de
la especie Mus musculus. La observacion de las grabaciones de
la conducta hacia el estimulo no muestra ninguna conducta
tipica defensiva por parte de ninguno de los ratones sometidos

al test de preferencia.

Curiosamente, la secrecion de la glandula 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
podria 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 evitacion o rechazo ante la presencia del estimulo.
Otro estimulo aversivo con un componente oloroso aversivo es
el caso ampliamente descrito en la literatura de las heces de
zorroy la TMT (Vernet-Maury, 1980; Fendt et al., 2018; Homiack
et al., 2017; Holmes y Galea, 2002; Storsberg et al., 2018) que
motiva la aparicion de conductas de supervivencia defensiva o
evitacion hacia la secrecion de la glandula 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, sefialando su activacién de las vias
nasales del nervio trigémino un papel como olor aversivo mas
que activados del SSD (Jacquot et al., 2006; Hacquemand,
Jacquot y Brand, 2010). Sin embargo, nuestro estudio no ha
encontrado ninguna conducta de evitacidon de nuestra muestra
al exponerla a la secrecion de glandula perianal que sea paralela
a las conductas encontradas por los estimulos provenientes de

heces de zorro.

El segundo estimulo utillizado en este grupo de
experimentos consisti6 en el uso de un trozo de algodén
medicinal manchado con saliva de gato. Se ha comprado la
presencia en grandes cantidades de la proteina Feld4 en esta
saliva, aunque aparte de ser producida por las glandulas
salivares también es producida en menor proporcién por las
glandulas sebaceas (Satyaraj et al., 2019; Grénlund et al., 2010;
Smith et al., 2004). Esta glicoproteina, considerada como la
causante de la mayoria de los casos de alergia a los gatos en
seres humanos (Ukleja-Sokotowska 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
estimulo impregnado de saliva. Aunque los resultados
expuestos en el apartado correspondiente solo tienen en cuenta
la conducta exploratoria y de evitacion de los sujetos de nuestra
muestra, la observacién de las grabaciones no muestra en
ningin animal otras conductas del SSD como la pardlisis
momentanea y la evaluacién del riesgo. De hecho, como
comentabamos anteriormente, la ratio extraida de la medicién de
la VD nos indica una tendencia a encontrar atractivo el estimulo

de gato frente al control.

Por otro lado, mediante la conducta de aseo individual de
los gatos, la proteina Feldl 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; Rodriguez et al., 2020; Gross y
Canteras, 2012). Bajo estas observaciones decidimos usar un
estimulo m&s 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 exploracién del
estimulo control. Ademas, como en los experimentos anteriores,
tampoco encontramos la activacién de conductas defensivas en

nuestra muestra.

Cabe la posibilidad de que este estimulo funcione
mediante sensibilizacion del sistema inmune de los roedores
mas que como una sefial 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 habian sido expuestos previamente a los
estimulos de gato cabe la posibilidad de que condiciones
aleatorias de estabulacion en la casa de cria o en el animalario
del centro de investigacion puedan haber expuesto
inadvertidamente a Feldl e iniciado el aprendizaje del sistema

inmune de los roedores.

Finalmente, la presencia de Feld4 parece ser andr6geno
dependiente (Ziolenka et al., 1994). Como los donantes de
nuestros estimulos eran gatos domésticos, estos probablemente
estarian castrados ya que es una practica aconsejada
ampliamente por los veterinarios, comprometiendo asi 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 produccion por parte de las glandulas salivares de
esta proteina, 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). Ademas, la produccién por parte de las
glandulas sebaceas de Feld4 se ha demostrado independiente
de la produccién por parte de las glandulas salivares (Dabrowski
et al., 1990), que como comentabamos anteriormente consistiria
la principal fuente de esta proteina en gatos. El hecho de que
una posible kairomona sea andrégeno dependiente posee un
inconveniente l6gico 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 sefial de

interespecie de depredador que una que solo afecte a un sexo.

En este experimento expusimos a una muestra de ratones

hembra a dos estimulos 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 presentacion de los estimulos fue realizada mediante
test de preferencia en las que los sujetos de la muestra fueron
depositados en la caja de experimentacion con la viruta sucia vy,
en el lado contrario, viruta limpia de las mismas caracteristicas

(Figura 53).

En el caso de los estimulos de rata y de conejo dos

hipétesis de trabajo fueron formuladas:

4, Trat < Tn
&
5. Torve < Tn

id est, (4) los sujetos experimentales pasaran menos tiempo de

manera estadisticamente significativa ante el estimulo de rata
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que ante el estimulo neutro; y a su vez, (5) no pasaran mas

tiempo ante el estimulo de conejo que ante el estimulo neutro.

Los resultados de nuestro experimento nos muestran una
tendencia a la significacion por la VI tipo de estimulo (p= 0.60),
indicandonos un posible efecto de las virutas sucias utilizadas.
Sin embargo, las ratios de la exploracion del estimulo
experimental frente al estimulo neutro nos permitirian confirmar
solo la hipotesis cinco referida al estimulo de conejo al presentar
un valor inferior a 1 (M= 0.451). Sin embargo, la ratio que
representa la exploracion del estimulo de rata no motiva la
aparicion de conductas de evitacién, siendo igualmente
explorada que la viruta limpia (M=1,064). Asi pues, ni la
estadistica ni las ratios nos aportan apoyo empirico para
rechazar la hip6tesis nula de la hipétesis referida al estimulo de
olores de rata, aunque la ratio y las pruebas de comparacién de
medias nos indican una tendencia rechazarla en el caso de la

hipotesis referida al estimulo de olores de conejo.

Las ratas son mamiferos omnivoros que presentan

conductas predatorias sobre animales mas pequefios, 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 investigacién, 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 guias practicas 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 exposicion visualizacién de ratas
por parte de los ratones al estar en la misma habitacion produce
cambios conductuales y fisiol6gicos relacionadas con
respuestas puntuales de estrés (Arndt et al., 2010; Anisman et
al., 2001). También se ha encontrado una reduccién en la
ingesta de azucar y un aumento de las conductas relacionadas
con la ansiedad cuando los ratones estan 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 estimulos de rata. Asi, Baumans y
su equipo (Meijer, van Loo y Baumans, 2009) colocaron en la
misma habitacion ratones estabulados con ratas sin encontrar
efectos en la fisiologia de la muestra de ratones. En otro estudio
en el que se estabulaban en una habitacibn a unos ratones
donde tenian a la vista a ratas estabuladas y con acceso a los
componentes volatiles 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 reproducciéon 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
estabulacién conjunta de estos animales es que no se permite el
acceso a los estimulos no volatiles 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 volétil, 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, ademas de estar manchada por orina, esta
impregnada de heces y de otros estimulos (de naturaleza
quimica volatil y no volatil) potencialmente capaces de ejercer un
papel como kairomona. Sin embargo, no encontramos ninguna
tendencia a evitar el contacto con el estimulo ni a desarrollar
conductas como la congelacién o la evaluacion del riesgo tipicas
de la conducta de supervivencia defensiva. Ademas, otros
estudios no han encontrado, como nosotros, la ejecucién de
conductas defensivas ante la exposiciobn a olores de rata
(Alvarado et al., 2013) o directamente un espécimen en un test

de campo abierto (Greene, Redding y Birkett, 2014).

Una explicacién a la falta de resultados en algunos
experimentos puede ser la habituacién al estimulo de rata por
parte de los ratones gracias a la cohabitacion en la casa de cria
(Greene, Redding y Birkett, 2014; Prichett-Corning, Chang y
Festing, 2009). Las conductas de agresion 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
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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 habitacién diferente
para guardar las cajas de estabulacion, la experimentacién con
ambas especies compartia muchas veces espacios fisicos. Por
lo tanto, es probable gue los animales de nuestra muestra se
hubiesen habituado a los estimulos de rata, siendo estos menos
efectivos en el ensayo conductual. Sin embargo, esto seria cierto
para el papel de las posibles quimiosefales volatiles, puesto no
se dio la condicion tal que el contacto directo fuera posible. Aun
siendo posible esto Ultimo, nuestros datos seguirian
contradiciendo la existencia de kairomonas de tipo no volatil en
la orina de rata y la dependencia del OVN para el desarrollo de
conductas defensivas ante estos estimulos, 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 mas bien a una cualidad repulsiva de la misma. La
evitacion que encontramos esta 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 evitacion de manera tan consistente da validez
experimental a nuestro disefio como motivador de conductas de

evitacion cuando el estimulo es efectivo.

En este apartado discutiremos los resultados del dltimo
experimento de la tesis en el que usamos 2,3,5- Trimetilpirazina
como estimulo activador de conductas relacionadas con el SSD.
En este experimento se presentd en el centro de una placa de
Petri, rodeado por viruta limpia para hacerlo mas atractivo, 10
microlitros del estimulo. La muestra fue expuesta en un test de
preferencia al estimulo neutro y al lado contrario al estimulo

experimental (Figura 54).

Para este experimento desarrollamos la siguiente hipétesis

experimental:

6. Teir< Tn
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es decir, (6) los animales de nuestra muestra pasaran menos
tiempo cerca del estimulo de trimetilpirazina que del estimulo

neutro de manera estadisticamente significativa.

Los resultados del andlisis de la conducta de los ratones
no aportan evidencia experimental para la confirmacién de la
hipétesis 6. Concluimos, por lo tanto, que el estimulo de
Trimetilpirazina no tiene un efecto estadisticamente significativo

sobre la conducta de los ratones de nuestra muestra.

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), asi como en otras especies (Severud
et al., 2011; Parsons y Blumstein, 2010). El equipo de
Kashiwayanagi (Osada, Miyazono y Kashiwayanagi, 2017)
determiné 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 pardlisis,

reduccion en la actividad locomotora, conducta de evaluacion de
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riesgos y conductas de evitacion. De entre estas cuatro pirazinas
decidimos utilizar la trimetilpiracina por contar con mas respaldo
experimental en ratones por parte del mismo grupo experimental

(Osada et al., 2013).

Sin embargo, en nuestro estudio con ratones hembra C57,
misma cepay 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 cientifica usando orina de lobo o
estos componentes derivados de analogos de la pirazina como
estimulo de depredador en roedores, probablemente por la
disponibilidad de estimulos derivados de depredadores mas
directos a estos. La dieta de los miembros de la especie de Canis
lupus, pese a contener también roedores, tiene en mayor
proporcion miembros de especies pertenecientes al orden
ungulata (e.g. cabras, ciervos, ovejas, etc.; Torres et al., 2015;
Capitani et al., 2004; Mengullioglu et al., 2019). Por lo tanto, es
mas probable que las conductas defensivas innatas de los
ratones se hayan desarrollado a lo largo de la filogenia mediante

mecanismos evolutivos dirigidos hacia depredadores mas
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habituales, siendo asi menos probable que las quimiosefiales

derivadas de lobo sean kairomonas.

Nuestros resultados, por lo tanto, estan en linea 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 relacion que
mantienen los lobos con los ratones. Es probable que la orina de
lobo provoque activacion del SSD por un componente derivado
de la dieta de animales carnivoros, como la 2-Pheniletilamina,
que activaria los receptores RATA-4 del OVN (Ferrero et al.,

2011; Fendt, 2006)

1. No encontramos comportamientos de defensa en ante
estimulos procedentes de gato como extracciénes de la
glandula 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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Parte IV: Discusion General









Discusion Metodolbgica

En este apartado de la discusibn vamos a analizar los
aspectos practicos de la parte técnica de los experimentos. Asi
pues, haremos una exposicion razonada de elementos basicos
como la especie y la cepa elegida para realizar la tesis, el
namero de sujetos experimentales, los test conductuales
realizados, los comportamientos evaluados vy, finalmente, los

estimulos utilizados.

En primer lugar, vamos a hablar de la especie de animal
utilizada para llevar a cabo la experimentacion y las
caracteristicas de la cepa, que tienen que satisfacer los objetivos
gue la investigacion persigue. En nuestro caso, la eleccion de
una especie de roedores viene dada por la capacidad de
trasladar los resultados a otros mamiferos que tienen este
conjunto de especies. Asi, los roedores suponen un 42 % del
total de especies de mamiferos conocidos (Macdinald, 2007) y
su conducta motivada esta mediada por procesos neuronales
que implican las mismas estructuras que en seres humanos:
principalmente la amigdala y el hipotalamo. Otro motivo

existente para la eleccion de roedores para realizar estudios
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neuroanatémicos 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 investigacion (80% de los
procedimientos), siendo el ratén (73%) y la rata (6,5%) los
protagonistas de la mayoria de los procedimientos (Great Britain,
2016). El alto uso de la especie Mus musculus se justifica por las
caracteristicas biolégicas de los mismos: su pequefio tamafio
permite una facil estabulacion y manejo por parte de los
trabajadores del animalario y del personal investigador; sus
caracteristicas reproductivas proporcionan un alto nimero de
crias que en un corto periodo de gestacion y un rapido destete
(21 dias) alcanzan la madurez sexual a las ocho semanas desde
el parto (Tirindelli et al., 2007). Otro de motivo practico son los
referidos a la investigacion previa llevada a cabo por el
laboratorio de acogida de la tesis, por lo que el conocimiento
previo de los integrantes y la logistica de las instalaciones (e.g.
jaulas de estabulacion, cajas de experimentacién, set up
quirurgico, etc.) ya se encontraba enfocada para la investigacion

en ratones. En definitiva, por estas razones précticas 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 linea
no consanguinea (outbred) y la otra, respectivamente, a una
consanguinea (inbred). Las principales diferencias entre estas
clases de lineas hacen referencia a la estabilidad e igualdad
genética de sus miembros. Ademas, las cepas consanguineas
sufren la “Depresion endogamica”, que consiste en una
disminucién de la fertilidad durante el desarrollo de este tipo de
lineas. Asi pues, decidimos usar la cepa CD1 para los estudios
de atraccion a estimulos sexuales por plantearse como sujetos
mas activos y mas adecuados para responder a los estimulos
feromonales. Llegado el momento, decidimos usar la cepa
consanguinea C57 para aumentar la reactividad ante estimulos
de depredador y feromonas en general (al tener una conducta
mas cercana a las cepas salvajes o Wild Types respecto a estos
estimulos; Dell"lOmo, Fiore y Alleva, 1994) y ante la observacion
de que era mas ampliamente utilizada en la literatura cientifica.

Ademas, la tendencia a la homogeneidad genética de las cepas
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consanguineas es un factor que mejora la capacidad de
reproductibilidad de los experimentos, permitiéndonos asi
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 raton 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
8y 19, la edad minima de los ratones de nuestra muestra es de
ocho semanas, alargando la edad méaxima 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 estimulos presentados de
caracter sexual mientras estos todavia son biol6gicamente

capaces para la reproduccion.
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En nuestra muestra hemos usado preferentemente sujetos
hembra para explorar el papel inhibidor de la conducta sexual
que las sefiales 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 ecolégicos
(Wahisten y Crabbe, 2007), los resultados de nuestros
experimentos no han arrojado diferencias significativas en la
conducta ante estimulos de enfermedad o estimulos de macho

sin tratar con LPS.

Los test consistieron en test de preferencia o de estimulo
Unico. Estos test son adecuados para favorecer la exploracion
de los estimulos presentes en la situacion 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 colocacion de

estimulos 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. Ademas, 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 “sensacion” de seguridad. Esta disposicion
experimental es adecuada para evaluar el comportamiento de
evitaciéon al registrar el tiempo que los animales pasan en un
lado u otro de la caja de experimentacion. Los animales usan la
informacion del espacio referida a los riesgos o beneficios para
dirigir su conducta (Lima, 1998) y la conducta de evitacion ha
sido usada en ratones ampliamente para evaluar la aversion a
estimulos de depredador y de congéneres con sefiales de
enfermedad (e.g. Apfelbach et al., 2005; Boillat et al., 2015;
Papes et al., 2010). Sin embargo, la evaluacion del
comportamiento de evitacion tiende a ser muy inespecifica, y por
si misma no nos habla del estado interno del individuo evaluado.
Por ello, es aconsejable complementar esta medicion con el
registro de otras conductas mas especificas. En el caso de la
evaluacion de las respuestas ante estimulos de depredador
tenemos las denominadas conductas defensivas (e.g. paralisis,

comportamiento de evaluacion del riesgo, etc.). En los
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experimentos presentados en la parte 11l de esta tesis realizamos
de manera manual la medicién de estas conductas, que no han
sido incluidas en el analisis de los resultados por su

extremadamente baja incidencia.

Respecto al método automatico de medicion de la
conducta mediante el software “Smart v3.0” (Panlab, Barcelona,
Espafa), creemos que este posee importantes limitaciones a la
hora de interpretar la informacion respecto a la evaluacién
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 informacién mas precisa de las respuestas de nuestros

animales a los estimulos presentados.

Finalmente, en esta tesis hemos utilizado estimulos que
varian de mas a menos complejidad como quimiosefial. Como
estimulos complejos hemos usado animales anestesiados,
viruta ensuciada por animales en sus cajas de estabulacion,
orina de raton y los componentes quimicos aislados de Darcina
(PUP20 recombinante), Péptidos Formilados (f-Met-Leu-Phe) y
2,3,5- Trimetilpirazina. La ventaja de usar estimulos complejos

es el aumento de la potencia de la sefal, ademas de respetar
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mejor las condiciones ecoldgicas naturales. Como desventaja
podemos encontrar un aumento del ruido que suponen otras
sefales presentes en el mismo substrato. Por otro lado, las
sefiales quimicas aisladas tienen el defecto de carecer de
intensidad de sefial y su falta de validez ecoldgica, puesto que
son compuestos artificiales que nunca se presentan de la misma
forma en ambientes naturales respecto a cOmo se presentan en
el laboratorio. Esta tesis, por lo tanto, ha realizado ambas
aproximaciones experimentales, dando fiabilidad a los
resultados extraidos al repetir los mismos resultados con ambos

tipos de estimulos.

Discusion Filosofica:
Hiperrealidad de la Darcina

Desde el punto de vista del constructivismo cientifico, las
ciencias no acttan 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 mas alla del mundo
directamente accesible a nuestros sentidos, o como diria el

filosofo espafiol Gustavo Bueno, del mundus abspectabilis. Asi
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pues, las ciencias construyen y amplian el mundo, construyendo
hiperrealidades, que son ampliaciones de la realidad que afecta
a partes de la realidad no dadas a escala corporal pero que estan
conectadas con esta (Madrid, 2018). Ejemplos de estas
ampliaciones de la realidad construidas por la ciencia son los
nameros reales, los antibidticos, los organismos genéticamente
manipulados, la nocién de poblacion en estadistica, el oxigeno o

el electron (Bueno, 1992).

La creacion de hiperrealidades viene acompafnada con el
desarrollo técnico que permite su observacién y manipulacion.
En el caso del electron, nuestra capacidad de manipularlo y
observar sus efectos es indispensable para hablar de la
existencia real de estos. Asi, sin el tubo de rayos catddicos
utilizado por Thomson en 1897 o el experimento de la gota de
aceite de Millikan en 1909, no podriamos hablar de la existencia
de estas particulas subatomicas con mas rigor de lo que
podriamos hablar del eter hipotetizado por el pensamiento
griego y medieval. Siguiendo al filésofo lan 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 electronico de barrido
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inventado por Erns Ruska en 1936 es una prueba definitiva de
como una hiperrealidad se amplia al mundus abspectabilis que
comentabamos anteriormente, dando validez cientifica a esa

creacion tedrica imperceptible.

Podemos ilustrar la creacion y descubrimiento de
hiperrealidades con el siguiente ejemplo: el descubrimiento del
tecnecio (su nombre proviene de la palabra griega technétos que
significa “artificial”’). La existencia de este elemento quimico de
la tabla periddica fue predicha con precision por Dmitri
Mendeleiev denominandolo Elemento 43 ya que éste debia
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 tecnologia de fisién en
que la creacion de este elemento fue posible ya que no existe en
la naturaleza debido a su gran inestabilidad. En 1936, Emilio
Segré lo detecté como un subproducto de la fision del uranio,
confirmando asi la prediccion de Mendeléyev. El tecnecio
demostré 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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radiois6topo mas usado en la préactica diagnéstica (Emsley,

2001)

De la misma manera que la fisica de particulas y la quimica
elemental, las ciencias biolégicas 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 bidlogos podian ser antirrealistas con
respecto a las bacterias, los virus o los cromosomas; pero,
hoy dia, cuando son diariamente manipulados en
laboratorios de medio mundo, resulta dificil no ser realista

para con ellos.?

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 comunicacion intra (feromonas) o0 interespecie
(kairomonas) que provocan una respuesta mas 0 menos

estereotipada en el individuo receptor (Karlson y Luscher, 1959;

2 El texto continda comentando esta anécdota: “Asi, cierto gobernador
brasilefio del Partido Positivista, crecido en la estela de la doctrina de
Comte, no creia en la realidad de los gérmenes, por su
inobservabilidad, y, sin embargo, murié 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 quimica Adolph
Butenandt y la colaboracién de éste con Peter Karlson condujo
al desarrollo del concepto clasico de feromona (Karlson y
Luscher, 1959; Hecker y Butenandt, 1984; Butenant, 1959). Esta
feromona es secretada por los saculos 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 atraccion sexual del macho (Xu et al., 2012;
Sakurai, Namiki y Kanzaki, 2014; Christensen, Mustaparta y
Hilderbrand, 1989). Como hiperrealidad, se considera una
quimiosefal de gran potencia, se conocen los comportamientos
estereotipados que provoca en los machos (Hecker y Butenandt,
1984), puede ser utilizada con fines practicos (e.g. atraer a
machos hacia trampas) y su estructura quimica 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, dandole a ésta

estatus de construccion cientifica demostrada.

En nuestro caso hemos probado tanto estimulos

complejos (viruta sucia u orina) como estimulos simples
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(moléculas aisladas). Las moléculas que hemos estudiado estan
en proceso de validarse experimentalmente como
hiperrealidades biolégicas (véase Figura 55). Mas en concreto,
la Darcina (PUP20), desde su descripcibn 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 analogias y
esquemas operatorios familiares, pero reconocer su
importancia no es incompatible con criticarlos alla donde
su justificacién se convierte en metafisica, como cuando

se aplican al mundo entero. (2018, pp. 365)

Nosotros interpretamos el nombre mismo de esta proteina
urinaria como una analogia a la funcién que se le atribuye. Pero
consideramos que su universalizacion (“[...] criticarlos alla donde
su justificacion se convierte en metafisica, como cuando se
aplican al mundo entero”) aun esta por ser demostrada. Si la

comparamos con la feromona extraida de la hembra de Bombyx
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mori anteriormente comentada, a nuestro parecer, aun quedan
bastantes pasos para caracterizar a la Darcina como una
feromona sexual. A continuacion, realizaremos una critica

teniendo en cuenta los resultados negativos presentados en esta

tesis.

Hiperrealidad Representacion Demostracion

Tubo de rayos catddicos
Electrén Experimento de Millikan
Microscopio electrénico

A Centrales Nucleares
g Hiroshima (6/08/1945)
Experimentos CERN

Atomo 4

Estructura quimica

. PAAAANH
Bombicol // Utilizacién préctica
Tradicion Experimental
N Estructura Quimica
PUP20 S ructura
D , et Evidencia incompleta
(Darcina) ) Sin uso préctico

Figura 55: Representacion de las hiperrealidades comentadas en
el texto, con su representacién grafica y su demostracion como
efectiva en el mundo real. Nétese que larepresentacion grafica es
un trazo en un papel que realizamos para aumentar la realidad de
aguello que estudiamos al escapar a nuestra capacidad visual (el
mundus abspectabilis). A su vez, sefialar que larepresentacion de
la PUP20 hace referencia a una PUP genérica de ratén. En el
apartado de demostracion se ha intentado enfatizar la falta de
estatus cientifico como realidad de la PUP20
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Primero de todo, desde un punto de vista metodoldgico,
nosotros hemos analizado la posicion de los especimenes de
ratén en la caja experimental en un test de preferencia (véase
Figura 20) que enfrentaba estimulo neutro con D. Como
comentamos en el apartado anterior de esta discusion, la
conducta de evitacion/atraccion es un indicador robusto, aunque
inespecifico, de interés hacia el estimulo. Sin embargo, por esa
inespecificidad, debemos de mirar con més detalle la conducta
del animal y los datos. En el articulo 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
gue median el tiempo en segundos que los ratones hembra
pasaban bajo el estimulo olfativo. El estimulo olfativo estaba
colocado a una altura que permitia el contacto directo con las
quimiosefiales no volatiles del mismo. Los resultados son
estadisticamente significados, aunque consideramos que los
tiempos que muestran las gréficas ponen en duda la robustez

del resultado.
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Asi, los ensayos conductuales realizados en este articulo
son de 600 segundos. Los tiempos aproximados extraidos de las
graficas de exploracién a la PUP20 recombinante frente a un
estimulo control son de 9,55 y 5,5s respectivamente. Si lo
convertimos a porcentaje de tiempo explorado respecto del total
del ensayo encontramos que la exploracion es de 1,6% hacia la
r-PUP20 frente a un 0,92% del estimulo control, una diferencia

de 0,7% en la exploracion.

En otro articulo de publicacion mas reciente en la revista
Nature titulado The pheromone darcin drives a circuit for innate
and reinforced behaviours (Demir et al., 2020), casi 10 afios
después del bautizo de Darcin y en colaboracién con Jane Hurst,
se encontr6 que entre las conductas estereotipadas que
promueve la exposicidn a D estan el cambio en la conducta de
vocalizacion (en el numero total de vocalizaciones y su
frecuencia acustica) y en la conducta de marcaje con orina (con
mayor nimero de marcas y de menor tamafio que en la zona del
estimulo control). Sin embargo, para llegar a estos resultados
tuvieron que exponer a los animales a ensayos en cajas de
experimentacién durante un tiempo de 50 a 100 minutos.

Nosotros sacamos la conclusiéon, teniendo en cuenta estos
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articulos, que el poder como feromona de la D es limitado,
cuestionando entonces la conceptualizacion realizada sobre la

misma y su estatus como realidad cientifica.

Otro concepto metodoldgico que deberia de cuestionarse
es la validez de constructo de las variables conductuales que
analizamos. Los mamiferos 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. EI manual de
diagnostico de enfermedades mentales est4 desarrollado en
base a sintomas posibles, algunos de ellos coincidentes entre
trastornos y otros pertenecientes a la conducta normal. Asi, en
una de las reuniones para el desarrollo de criterios diagnésticos
entre el DSM II-TR (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders) y el DSM lll de la Asociacion Americana de
Psiquiatria hubo criterios sintomaticos 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 ambito
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de la moral, como las conductas de inactivacion por depresion

gue han sido (y son) tratadas como vagancia y falta de voluntad.

En el caso de la experimentacion con Mus musculus
encontramos conductas de mayor a menor especificidad. Asi, en
la tercera parte de la tesis, dedicada a las conductas del sistema
de supervivencia defensivo, describimos las conductas
defensivas de paralisis y la conducta de evaluacién del riesgo.
Sin embargo, en el caso de la atraccion sexual no encontramos
ninglin comportamiento tan saliente como estos. De hecho, la
variable dependiente (VD) de los experimentos que miden
atraccion suele ser el tiempo que el animal pasa cerca de un
estimulo atractivo. Esta VD, sobre todo cuando es medida con
métodos automatizados de andlisis de conducta, puede dar a
entender una atraccién que no existe y no estar determinada por
la situacion experimental creada. Asi, un animal podria estar
mas tiempo en una zona por el simple hecho de ser valorada
COmo una zona mas segura por el mismo o evaluarla con mas
probabilidades de escape de la estresante situacion

experimental.

Ademas, la validez ecolbgica de estas observaciones es

un factor que compromete la interpretacion 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 biolégica se
consolide debe de existir coherencia en la interseccion de las
observaciones de las distintas ciencias biolégicas. Es decir, en
el caso de la validez etoldgica, las respuestas conductuales
encontradas en el laboratorio deberian de ser corroboradas por
observaciones etolégicas realizadas en entornos lo mas
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). Asi, el etélogo actia como el
médico que parte de los sintomas para diagnosticar una

enfermedad. Comenta Bueno (2016):

“¢Cuales son los primeros indios de una crisis? ¢;cuales
son los primeros sintomas de una enfermedad? Calor,
Dolor, Rubor, Tumor”. El tumor sera la causa de los otros
sintomas; pero no por ello es el primer conocido del
proceso, porque acaso el primer sintoma es dolor, aunque
también este puede ser una falsa alarma, y, en realidad,
su condicién de sintoma cierto depende de la realidad de

tumor, que acaso en el primer momento ni siquiera existe”
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Podemos decir pues que el andlisis de la conducta por
parte del investigador pertenece al ordo essendi y que
investigaciones ulteriores nos hardn comprobar lo apropiado de
alcanzar un conocimiento verdadero. El papel que el analisis
automatizado puede llegar a tener sobre la conducta burdifica un
correcto analisis, convirtiendo asi las conclusiones extraidas de
esta en un Primum cognitum no veraz que afectara a las

conclusiones del estudio.

La ciencia, desde un punto de vista material y no
metafisico, es una actividad humana que posee una serie de
contextos sociales que van modulando la actividad de los
cientificos. Sin caer en el antirrealismo derivado de la sociologia
del conocimiento cientifico (véase Madrid, 2018), podemos
hablar siguiendo al socidlogo de la ciencia Bruno Latour que el
asentamiento de entidades cientificas (id est, hiperrealidades,
como el fermento del acido lactico descubierto por Louis Pasteur
en 1857) requiere de un proceso histérico de “estabilizacion de
la entidad” que ha de superar el “drama ontologico” de la
construccion cientifica (Latour, 2001). Es decir, siguiendo el
ejemplo de Pasteur, es necesario un laboratorio con una

determinada tecnologia (contextos determinantes de los
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descubrimientos cientificos ya que son sine qua non), unos
ingredientes (en este ejemplo, la levadura de cerveza), de
acciones practicas (gestos propios de la experimentacion en un
laboratorio de quimica) y de observaciones de los resultados,
entre otros. Pero, ademas, es necesaria una comunidad
cientifica, una Academia de las Ciencias, una sociedad, etc.

Siguiendo a Carlos Madrid (2018, pp. 248)

“El bricolaje cientifico articula proposiciones y cosas en
una red, que cuando se estabilizan otorga una existencia
relativa (no eterna) al fermento. Y esta articulacion se
hace, obviamente, en la historia, pues se radia a partir de

un lugar o de un tiempo concretos.”

Asi, retomando el estatus cientifico de la PUP20, debemos
de ser conscientes de que su reconocimiento actual en la ciencia
puede ser debido a factores sociolégicos que han de
compensarse (es decir, estabilizarse) con el paso del tiempo.
Existen, pues, entretejidos con la investigacion cientifica, dos
sesgos que pueden enturbiar las conclusiones extraidas de los
resultados experimentales. En primer lugar, el fetichismo de la
mercancia y la tendencia a la publicacién de resultados positivos

en las revistas cientificas de revision por pares. Asi, el fetichismo

302



de la mercancia, que es la focalizacion a la materializacion en
forma de produccion de literatura cientifica y el factor de impacto
de la misma provocaria un sesgo en los propios resultados y una
exageracion en sus conclusiones (Madrid, 2018). Por ejemplo,
la exageracion de la diferencia encontrada en los experimentos
del articulo de Roberts y colaboradores (2010) y el bautizo
hiperbdlico de la PUP20, literaturizando una proteina presente
en la orina de raton con el nombre de un personaje de novela
romantica inglesa de principios del siglo XIX. Por otro lado, el
sesgo de confirmacién crearia un efecto en la literatura cientifica
que mostraria una confirmacion general de los efectos
conductuales de la Darcina al complicarse la publicacion (i. e. la
socializacién) de resultados cientificos contrarios a la hipotesis

de la PUP20 como feromona sexual en ratones.

En conclusién, respecto a la Darcina no podemos
mantenerla como entidad motivadora principal de la conducta de
atraccion en ratones, al contrario de lo que fue propuesto por
Hurts y su equipo en 2010 o como su pomposo hombre nos daria
a entender. Como diria Gustavo Bueno (1992), “no hay
descubrimiento sin justificacidon”, esto es, no hay descubrimiento

sin comprobacién ulterior. Nosotros proponemos, a la vista de
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nuestros resultados, que esta justificacion ulterior de las
caracteristicas de la D no existe 0 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, habria que revisar el estatus
otorgado actualmente a las sefiales de enfermedad y a las

kairomonas que hemos usado como estimulos.

Mdultiples determinantes de la
Conducta Sociosexual

La conducta social requiere, siguiendo la metafora que
asemeja los sistemas nerviosos con un ordenador, la realizacién
de una toma de decisiones (O'Connell y Hofmann, 2012) en la
que se realiza la integracion de diferentes fuentes de informacion
sobre los estados internos del sujeto y las amenazas/beneficios
sobre la homeostasis del organismo (véase Figura 1; Chen y
Hong, 2018). Asi, la conducta de reproduccion en roedores
requiere la integracion sensorial de varios tipos de estimulos
para que se produzca: estimulos olfativos como las

quimiosefiales propias de cada sexo; estimulos auditivos como
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las ultravocalizaciones especificas del cortejo sexual (Portfors,
2007); estimulacion haptica previa al inicio de la copula. Esta
necesidad de integracion de sefiales debe de estar coordinada,
en las conductas sociales, por al menos dos individuos que

interactdan en un mismo medio.

En esta tesis nos hemos centrado en las quimiosefiales
olfativas que inician conductas de atraccién y o de evitacién.
Pero nuestros experimentos han sido disefiados bajo la hipotesis
de que el estimulo mismo bastaba para el desarrollo de estas
conductas. Sin embargo, nuestros resultados son negativos para
las hipétesis principales que manejabamos. En el apartado
anterior hablabamos sobre el estatuto ontolégico de la PUP20,
la Darcina, como feromona. En la literatura podemos encontrar
casos similares en los que se pensaba que una sola molécula
podia 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
cOpula en machos (Michael y Keverne, 1968; 1970). Sin
embargo, el comportamiento de cOpula no se extingue ante la
extirpacion de los bulbos olfativos, indicando que la copulina no

seria mas que una sefial mas dentro de un amplio repertorio de
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sefiales 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
segun se ha dado la madurez sexual. En el caso de los ratones
macho, no es hasta la pubertad que responderan con conductas
agresivas ante estimulos 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 produciran cambios
comportamentales que presentan un aumento de basqueda de
sensaciones y toma de riesgos (Compas, Connor-Smith y Jaser,
2004; Balzer et al, 2015). Desde un punto de vista
neuroanatémico se ha encontrado en humanos y otros primates
una reduccion 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 evitacion de enfermedad

(Lesnack et al., 2022).

Asi pues, un mismo individuo puede tener diferentes
conductas ante los mismos estimulos (o ante la misma situacion
experimental) dependiendo de variables como el sexo, el estado
reproductivo o incluso experiencias previas que hayan supuesto
aprendizaje (Stowers & Liberles, 2016; Anderson, 2016; Cheny
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 relacion de los estrogenos y las reacciones
de estrés y ansiedad en roedores (Le Moéne y Agmo, 2018). Se

ha encontrado un efecto de los estrégenos 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
experimentacion abierta (Walf y Frye, 2007). Aunque se ha
interpretado, por lo tanto, un efecto tranquilizador del estrégeno,
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 Diaz-Véliz, 1996). Es decir, parece que la
modulacion de la ansiedad por parte del estrégeno presenta de
por si una relacion compleja, abriendo la puerta a la existencia
de otros factores que influyan en esta relacion. De hecho, se ha
propuesto como hipdtesis que el efecto ansiolitico de los
estrdgenos dependeria de la percepciéon del ambiente como
seguro 0 amenazante, siendo ansiolitico en el primer tipo y
ansiogénico en el segundo (Mora, Dussaubat y Diaz-Véliz,
1996). Sin embargo, esta hipétesis aun requiere de confirmacion

(Le Moéne 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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Asi, mantienen la hip6tesis de que los receptores de estrégenos
ERa, ERB y GPER1 tendrian un papel en las conductas de
evitaciébn a enfermedad (entre otros comportamientos sociales
mediante su presencia en la Me (Lymer et al., 2018) y la
influencia en la sintesis y liberacién de oxitocina en ésta por
parte de los receptores ERB 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 expresion de
comportamientos sociosexuales, mostrando incluso diferencias
de sexo al haber sido implicada en un aumento de la evitacion
de patdgenos y sustancias téxicas en la llamada Teoria de la
Compensacion Profilactica (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. Ademas, en ratones hembra,
la administracion de progesterona aumenta la evitacion de
machos que presentan sintomas de infeccién, 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 Il
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de esta tesis ponen en entredicho la afirmacion de que las
hormonas relacionadas con el ciclo estral son necesarias para la
presencia de conductas de atraccidn 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 hipétesis del efecto de la progesterona
en la conducta de evitacion de hembras hacia machos con
enfermedad (Stern y Shiramizu, 2022). En conclusion, la
influencia que posee la fluctuacion de las hormonas durante el
ciclo estral en la conducta social, asi como de sus mecanismos
neuronales de accién, requiere mayor investigaciéon con un
desarrollo de hip6tesis sobre su influencia que recoja la

multicausalidad que la conducta social de los mamiferos posee.

Por otro lado, desde un punto de vista evolutivo, las
feromonas son sustancias usadas para la comunicacion
intraespecie. Probablemente, cuanto mas podamos definir
una especie como social, mayor informacion transmitira a
través de éstas. En esta tesis hemos tratado en las partes Il y
[l de como afectan las feromonas, las sefiales de enfermedad
y las sefales 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 esta claro, consideramos que la explicacion del
significado adaptativo de la evitaciobn de conespecificos con
enfermedad (Penn et al.,, 1998), no lo esta tanto. Asi, la
enfermedad no esta definida como un todo o nada
(McWhinney, 1987) y no seria 6ptimo que la respuesta ante
la presencia de sefales de enfermedad también lo sea. En un
entorno natural, el contacto con patébgenos es mayor,
aumentando asi la probabilidad de padecer en cierto grado un
estado de salud comprometido. La evitacion inmediata de
estos congéneres enfermos no graves no es necesariamente
una buena opcion. Por ello, creemos que en el caso unas
hipotéticas feromonas de enfermedad el procesamiento
neuronal es mas complejo y proponemos un modelo mas
probabilistico que determinista para valorar sus mecanismos
actuacion. En el caso de la deteccién de congéneres que
padecen algun grado de enfermedad, consideramos que, al
contrario que la respuesta de evitacion desencadenada por
sefiales de depredador, existiria un umbral en el cual se

necesitaria una alta activacién de las neuronas receptoras
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para provocar una respuesta de evitacion. En el caso
contrario, las sefiales de enfermedad serian una especie de
sefal informativa no aversiva que no evitaria el acercamiento
y asi, en un entorno natural, nos encontrariamos con un
mecanismo que no es “todo o nada”, sino mas bien una
cuestion de grado en la que debajo del umbral de activaciéon
el estimulo no sea mas que una sefal de individualidad que

favorezca el reconocimiento.

Los resultados obtenidos en los experimentos expuestos
en esta tesis pueden sefialar problemas de validez ecoldgica
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 comprobacion de las hip6tesis conductuales
desarrolladas en esta tesis. Ecoldégicamente, los ratones
conviven en un ambiente donde la interaccion entre sefiales
(como las feromonas y las kairomonas) y los individuos que las
secretan y los que las detectan, asi como sus conductas, son
muy complejos. Como podemos observar en el caso de nuestros
experimentos con el estimulo complejo viruta de macho, en los

que al enfrentar la viruta de macho sano contra el estimulo de
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viruta manchada por hembra en el test de preferencia los sujetos
de la muestra tienden a pasar mas tiempo cerca del primero
(véase Figura 38), pero sin embargo al enfrentar en otro
experimento viruta de macho sano con un estimulo neutro (viruta
del mismo tipo, pero limpia) esta atraccion desaparece (véase
las ratios de las Figuras 40 y 41). Una posible explicacion de
estos resultados dispares es que estas sefiales tendrian
diferentes significados para los individuos dependiendo de
factores contextuales externos (competicion con otras sefiales;
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 evaluacién (automaticos o dirigidos) de
estimulos 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 estadistica haciendo los resultados

obtenidos menos confiables. No sabemos entonces si lo que

313



observamos en nuestros animales de experimentacion es la
conducta que queremos estudiar o una “representacién” de lo

que deberia 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 Moéne 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
gue 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 medicion. Por ejemplo, en
el caso de las conductas reproductivas en ratas, ellos disefiaron
una situacién 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 “disefio de ambiente seminatural”’ (Le
Moéne y Agmo, 2018; Chu y Agmo, 2014; Chu y Agmo, 2015b;
Chu y Agmo, 2015a; Chu y Agmo, 2016). Asi, concluyen
respecto al analisis 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 estimulos
utilizados. Los modelos de viruta y orina con
Lipopolisacarido de Escherichia coli 0111:B4 en
orina o viruta, asi como de kairomonas de gato, rata
y lobo que hemos utilizado no han tenido efecto
sobre la conducta en un analisis cualitativo
(conductas estereotipadas de la especie como la
paralisis por miedo (“Freezing”) o la exploracion del
riesgo (“Risk assesment”)) ni tampoco en la
variable cuantitativa que hemos utilizado en este

doctorado “ Tiempo en el area del estimulo”.

2. Por otro lado, en los experimentos de preferencia de orina,
nuestro disefio experimental nos indica una
atraccion hacia los componentes voléatiles de la
orina de macho tratado con LPS. Esta preferencia
se muestra cambiando diferentes condiciones
experimentales como el tamafio de la caja (250mm

X 500mm x 300mm vs 895mm x 150mm x 300mm),

317



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
metodologia utilizada tanto por nosotros como en
experimentos de otros laboratorios, consideramos
que la PUP20 no se asienta en unos pilares
metodoldgicas 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, ratay 2,3,5-
Trimetilpirazina nos permiten justificar la existencia
como hiperrealidad de sefiales intraespecie en las

fuentes de quimiosefiales utilizadas.

5. Finalmente, la conducta en general, y sociosexual en
particular, esta influida por una multitud de factores
que se relacionan de forma compleja en roedores y
en otros mamiferos. En base a esto, sefialamos la

importancia de la interseccion de varios niveles de
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analisis (e.g. etologico U bioquimico U evolutivo U
molecular, etc.) llegando mas all4 del contexto del
laboratorio para elaborar conclusiones certeras

sobre conductas complejas.
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