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1. RESUMEN

Al momento del parto las hembras de los roedores despliegan una serie de comportamientos
gue aumentan la probabilidad de supervivencia de sus crias. Comportamientos similares a los
mostrados por hembras en periodos de lactancia, pueden ser observados, bajo determinadas
condiciones, en hembras y machos virgenes. En el ratdn doméstico la exposicién a las crias
genera respuestas comportamentales muy variables tales como cuidar la cria, ignorarlas, o
atacarlas. Existe una enorme variabilidad en lo reportado en la literatura sobre la incidencia de
estos comportamientos en el ratén de laboratorio y se carece, en la mayoria de los casos, de
descripciones detalladas sobre el comportamiento llamado “parental espontdneo”. El objetivo
de este trabajo fue caracterizar el desarrollo del comportamiento parental e infanticida en el
ratdn de laboratorio, en machos y hembras virgenes de 20, 30, 60-70 y 100-115 dias de edad.
A diferencia de lo reportado para ratas y ratones de la pradera, los resultados muestran que el
comportamiento maternal de las hembras virgenes, no se encuentra completamente
desarrollado a los 20 dias, se comienza a desarrollar a los 30 dias y se expresa con mayor
frecuencia en adultos. Un patrén similar de desarrollo puede observarse en machos con la
respuesta infanticida. Nuestros resultados mostraron una baja incidencia de comportamiento
parental espontdneo en el ratén de laboratorio, a diferencia de lo que ocurre en especies
como ratones de la pradera. Las inconsistencias en lo reportado en la literatura en los
diferentes estudios en ratones de laboratorio, se puede atribuir a diferencias entre las cepas,
diferentes protocolos experimentales, y principalmente a la falta existente de definiciones y

una descripcion detallada del comportamiento cominmente llamado parental espontaneo.



2. INTRODUCCION

2. 1 Comportamiento parental

El comportamiento parental se define como un patrén complejo de comportamientos,
dirigidos a aumentar la supervivencia de las crias, cuya expresion depende de factores internos
hormonales y del procesamiento de una variedad de sefiales externas asociadas a las crias

(Numan, 2010).

El comportamiento parental se puede presentar en distintos contextos; a través de
comportamientos maternales, paternales y aloparentales (Numan et al.,, 2006; Olazabal &
Young, 2006a). La mayoria de las especies de mamiferos muestran sistemas de reproduccion
poligamos o promiscuos, donde generalmente el cuidado de crias es uniparental, siendo la
hembra quien frecuentemente cuida de las mismas (Numan, 2010). Sin embargo, algunos
mamiferos presentan apareamientos mads bien estables, tal es el ejemplo de ratones de la
pradera (Microtus ochrogaster), ratén de California (Peromyscus californicus), marmoset
comun (Callithrix jacchus) y monos tamarin (Saguinus labiatus). En estas especies los grupos
familiares se componen generalmente de madre, padre, recién nacidos, jévenes y adultos

(Numan, 2010).

2.2 Comportamiento maternal

El comportamiento maternal se hace evidente en la etapa cercana al parto y durante el
periodo de lactancia. Durante estas etapas, ocurren una serie de cambios hormonales en la
hembra que cumplen las siguientes funciones (entre otras): preparacién del Gtero para nutrir
al feto, facilitacién del parto, y de la produccion de nutrientes (leche) para alimentar a la cria
luego del nacimiento y estimulacién del comportamiento maternal (Numan et al., 2006). La
lactancia abarca el periodo entre el nacimiento y el destete, y es donde se manifiesta en forma
mas explicita el comportamiento maternal (Leblond, 1940, Numan et al., 2006)(Figura 1). Se
pueden distinguir dos tipos de crias, dependiendo de las caracteristicas del desarrollo de las
mismas: “precoces” y “altriciales”. Las especies con crias “precoces”, caracteristico de

ungulados y pinnipedos, dan a luz a pequefias camadas de crias completamente desarrolladas.



Estas crias al nacimiento presentan una gran capacidad de locomocién y son capaces de seguir

a sus madres poco después de su nacimiento (Numan et al., 2006).

Sin embargo, las especies que tienen crias “altriciales” (Figura 1), como la mayoria de
roedores, cdnidos y felinos, generalmente dan a luz a una gran camada de crias. Se denominan
de este modo debido a que las crias nacen escasamente desarrolladas (sin pelo e incapaces de
termorregular) y con limitadas habilidades sensitivas (ojos y oidos tapados) y de locomocion,
dependiendo totalmente de la atencién de la madre para su supervivencia (Lévy & Keller,
2008; Numan, 2010). Por tanto en estas especies, las sobrevivencia del recién nacido recae en
la habilidad de la madre de proveer alimentos, calor y proteccion (Numan et al., 2006). Estas
hembras muestran comportamiento maternal inmediatamente antes y luego del parto,
mediante el despliegue de actividades preparatorias para el arribo del neonato (construccion
de nido) y actividades de limpieza, estimulacidén, alimentacion y proteccion de las crias
(lamidos, acarreo, amamantamiento) (Kuroda et al., 2011; Lévy & Keller, 2008; Numan et al.,

2006; Stolzenberg & Rissman, 2011).

Las hembras adultas construyen uno de dos tipos de nido dependiendo de su estado
reproductivo (Kuroda et al., 2011, Gandelman, 1973). El nido de suefio, construido por
hembras virgenes, es relativamente pequefio y poco “profundo”, mientras que el nido
reproductor, es construido por hembras preparturientas o lactantes. El tamano de este nido
es dos o tres veces mayor que el nido de sueiio y es mas profundo de manera que envuelve a
las crias, favoreciendo de esta manera, que se mantenga elevada la temperatura corporal

(Gandelman, 1973, Kuroda et al., 2011).

Cuando las crias se alejan del nido, o cuando la hembra mueve el nido de lugar, las
madres acarrean a las crias, tomando a las mismas con la boca, de manera que son trasladadas
nuevamente hacia el nido (Noirot, 1972). Durante las primeras semanas de vida de las crias, las
hembras se encargan de la alimentacién de las mismas, mediante la produccion de leche.
Durante el amamantamiento, la hembra adopta una postura caracteristica, de manera que

expone los pezones para que las crias puedan alimentarse (Stern & Lonstein, 2001)

Otro componente relevante en el desarrollo del comportamiento parental es el lamido
a las crias. Los lamidos anogenitales dirigidos a crias de ratones y ratas son importantes,
principalmente durante las dos primeras semanas de vida, para inducir la miccién y
defecacion. La orina de las crias, contribuye a que la hembra lactante aumente la ingesta de

agua, requerida por las demandas energéticas de la lactancia (Kuroda et al., 2011). Los



lamidos corporales incluyen contacto nasal con la superficie corporal en general (Kuroda et al.,

2011).

En diferentes especies de mamiferos la experiencia postparto con las crias tiene
repercusiones duraderas en el cuidado maternal (Bridges, 1976). Aunque la experiencia
maternal es fortalecida por las hormonas presentes durante la gestacion y la estimulaciéon
cervical durante el parto, la interacciéon con las crias luego del parto, es necesaria para la
expresion y retencidon de este comportamiento (Bridges, 1976; Calamandrei & Keverne, 1994;
Fleming et al., 1992; Malefant et al., 1990). Se ha demostrado, en ratas, que hembras que han
sido separadas de sus crias al momento del nacimiento, muestran bajos niveles de
comportamiento maternal cuando se las presentan nuevamente varios dias luego del parto;
sin embargo, si se les permite interactuar con las crias aproximadamente durante una horay
media luego del parto, las hembras continuaran respondiendo maternalmente hacia las
mismas, aun luego de un periodo de 25 dias en ausencia de contacto. Estos datos confirman
gue la interaccion con las crias al momento del parto, es indispensable para un buen desarrollo
de conductas maternales (Orpen & Fleming, 1986; Numan, 2010). Por tanto, la estimulacion
sensorial recibida a través de las crias es muy importante para que la madre inexperimentada

responda de manera maternal hacia sus crias (Malefant et al., 1990).

La maternidad implica cambios en la percepcidon de la madre hacia los neonatos, lo
cual no solo asegura una fuerte interaccién con los mismos, sino que produce cambios
dramaticos en respuesta a otros estimulos ambientales (Agrati et al., 2008). Durante el periodo
posparto, se observa una reduccidn del temor, que se relaciona con el cuidado de las crias.
Este patrén comportamental se basa, al menos en parte, en los cambios hormonales

caracteristicos de la gestacion tardia, parto y lactancia (Ferreira et al., 2002).

Hembra en
amamantamiento
altriciales (derecha)

postura
(izquierda).

Figura 1. Comportamiento maternal.
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Crias



El comportamiento maternal se encuentra fuertemente motivado. Esto implica que
durante el periparto las crias se vuelven estimulos atractivos y reforzadores positivos,
promoviendo su busqueda por parte de las madres (Rosenblatt, 1967), asi el desarrollo de
conductas maternales coincide con un fuerte impulso de busqueda e interaccién con las crias,
en el cual la hembra voluntariamente pasa la mayor parte del tiempo en contacto con ellas
(Seip & Morrell, 2009). El complejo estado de motivacién de la hembra luego del parto, no sdlo
promueve la expresién del comportamiento maternal, critico para el desarrollo y supervivencia
de sus crias, sino que también promueve un comportamiento de busqueda intensivo cuando

sus crias estan ausentes o inaccesibles (Seip & Morrell, 2009).

2.3 Bases hormonales y circuitos neuronales en la regulacion del
comportamiento maternal

El cerebro maternal sufre multiples adaptaciones dirigidas a la preparacién de la
hembra para cubrir las demandas de la gestacidon y la lactancia (Larsen et al., 2008). Para la
mayoria de los mamiferos los eventos hormonales asociados con el final de la gestacién y el
inicio de la lactancia, estimulan la respuesta materna, donde las hormonas que participan
durante la gestacion y el parto, actian sobre las dreas neuronales implicadas en el control del
comportamiento maternal, generando asi la rapida activacion de la respuesta maternal
observada durante el parto (Numan, 2010; Numan & Stolzenberg, 2009). En esta etapa se
produce un periodo de aprendizaje en las hembras, principalmente olfativo, que le permite
reconocer a sus crias y por tanto formar vinculos afectivos con ella (Numan, 2010)

Se postula que durante el periparto la accion de hormonas a nivel del sistema nervioso
central, inhibe las respuestas de evasidon y rechazo hacia las crias, mientras que estimula
circuitos neuronales que regulan respuestas de aproximacion y aceptacién de las mismas

(Numan, 2010; Numan & Stolzenberg, 2009; Figura 2).

Las principales hormonas que participan en estos procesos son hormonas esteroideas
como estradiol y progesterona (sintetizadas en el ovario) y hormonas proteicas como
prolactina (sintetizadas principalmente por la adenohipdfisis y posiblemente también por el
hipotdlamo lateral) y oxitocina (sintetizadas por células o terminales nerviosas en el nucleo
supradptico y paraventricular del hipotalamo) (Numan et al., 2006; Siegel & Rosenblatt, 1975;

Rosenblatt et al., 1988) En este sentido, los eventos hormonales criticos que ocurren en la



mayoria de las especies de mamiferos, incluyen, disminucion en los niveles de progesteronay
aumento en los niveles de estradiol y lactdogenos (Numan, 2010; Fleming & Sarker, 1990). El
estradiol también facilita la expresidon de estas conductas actuando sobre la liberacidn de
prolactina y/o la produccién de receptores de oxitocina (Tate-Ostroff & Bridges, 1987). La
oxitocina como neurotransmisor es liberada en el cerebro de la hembra parturienta,
ejerciendo acciones que favorecen la conducta maternal (Numan, 2010; Olazéabal, 2010;
Olazdbal & Young, 2006a). Los receptores de oxitocina estdn presentes en varias regiones
cerebrales vinculadas a comportamientos afiliativos como: el nicleo accumbens (NA), septo
lateral (SL) y area predptica media (APOM) del hipotdlamo, presentando expresién diferencial
en especies con diferencias en el comportamiento maternal (Olazabal & Young, 2006a; Numan
et al., 2006)

Un area fuertemente implicada en el comportamiento maternal es el APOM, ya que
juega un papel preponderante en el control de aspectos apetitivos de la conducta maternal en
ratas y otras especies (Numan, 2010).

Asi las distintas hormonas reproductivas como oxitocina, prolactina y estrégenos,
actian en el APOM, para estimular el despliegue de conductas maternales en las distintas
especies de mamiferos. (Numan et al., 2006; Numan & Stolzenberg, 2009; Pereira & Morrell,

2010; Figura 2 y Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de las distintas hormonas y de la estimulacion vagino-cervical sobre el
comportamiento maternal (CM) en mamiferos.

Progesterona y estradiol Prolactina Oxitocina
CM completo, agresidn
Rata P & CM completo CM completo
maternal
, Construccién de Nido, . Inhibicién de
Raton - Acarreos, crouching . .
agresién maternal infanticidio
Paja de transporte, .
. I ., P Paja de transporte, .
Conejo excavacion, arrancado de No determinado
arrancado de cabello
cabello
. . Sin efectos sobre el
Oveja Parcialmente maternal M CM completo
. Pulsacion de barra para . .
Primates ., ’p No determinado No determinado
obtencién de crias
Correlacion positiva con . .
Humanos P No determinado No determinado

sentimientos de apego

CM: Comportamiento Maternal.  Modificado de Numan et al., 2006



La interaccion entre el APOM y el sistema neural dopaminérgico regula la expresion del
comportamiento maternal. Las hormonas que actian en APOM regulan aspectos de la
conducta maternal estimulando la liberacion de dopamina en el NA (Numan & Stolzenberg,
2009; Pereira & Ferreira, 2006). Las neuronas del APOM proyectan hacia el area tegmental
ventral (VTA) en el mesencéfalo, la cual contiene neuronas dopaminérgicas que originan el
sistema mesolimbico dopaminérgico. Estas neuronas dopaminérgicas, envian proyecciones al
NA en el telencéfalo (Numan & Stolzenberg, 2009; Numan 2010). La dopamina (DA) actua en el
NA durante el comportamiento maternal, y se ha demostrado que interrupciones en la accion
de DA en el NA interfieren con los comportamientos activos (como acarreos), pero no parece
alterar comportamientos inmdviles o pasivos como el amamantamiento (Numan, 2010;
Stolzenberg et al., 2010) En este sentido agonistas de los receptores DA en el NA aceleran la

respuesta maternal en ratas (Stolzenberg & Rissman, 2011).

Si bien el comienzo inmediato de las conductas maternales en hembras primiparas
parturientas se encuentra bajo control hormonal, su mantenimiento no (Numan &
Stolzenberg, 2009; Fleming & Sarker, 1990; Orpen & Fleming, 1987). Ratas que han sido
hipofisectomisadas luego de haber mostrado conductas maternales, continlan mostrando
estas conductas durante el periodo postparto aunque ya no puedan seguir amamantando

(Numan & Stolzenberg, 2009; Rosenblatt, 1967; Siegel & Rosenblatt, 1975).

Prol
E oT
, N
Estimulosde

e
las crias ~ APOM

Estimulosde O O Estimulosde
lascrias lascrias

\ Y

Circuito I_ I Circuitode

defensivo interaccion
Comportamiento Comportamiento
evasivo maternal

Figura 2. Modelo hipotético de las funciones del APOM respecto a la motivacion maternal. Estradiol (E),
prolactina (Prol) y oxitocina (OT) se muestran actuando a nivel del APOM para incrementar la respuesta al
estimulo de las crias. EI APOM activada actia por una de dos vias: una en la cual inhibe circuitos
neuronales de evitacién y otro en el cual excita el sistema neural mediante interacciones positivas con las
crias. Lineas terminadas en barra indican inhibicion, y las terminadas en flecha, indican excitacién. 10
Modificado de Numan & Stolzenberg, 2009.



2.4 Comportamiento maternal inducido por crias

A pesar de la fuerte influencia de las hormonas reproductivas en el desarrollo del
comportamiento maternal, es posible provocar este comportamiento en hembras virgenes e
incluso en machos, Unicamente mediante cohabitacion con las crias (Rosenblatt, 1967). El
proceso por el cual la continua exposicion a las crias promueve el desarrollo de
comportamientos parentales se denomina sensibilizacién y varia entre las distintas especies
(Leblond, 1940, Noirot, 1972). Durante este proceso se produce un profundo cambio en el
comportamiento del animal que culmina con el desarrollo del interés y cuidado de las crias.
Durante el periodo de sensibilizacion, hembras de algunas especies como la rata, perciben a
las crias como estimulos aversivos, y en su presencia, realizan una variedad de
comportamientos con el fin de incrementar la distancia entre ella y las crias. Esto podria
deberse, en parte, a que la hembra nulipara, en contraste con la posparturienta, no muestra
reduccion del temor, y por tanto se presenta mas temerosa en presencia de crias ajenas

(Fleming & Luebke, 1981).

Tanto hembras y machos virgenes pueden desplegar conductas maternales, la Unica
diferencia es que no amamantan, pero se observan posturas similares al amamantamiento a
pesar de no presentar pezones desarrollados y no producir leche (Kuroda et al., 2011). El
despliegue de estas posturas durante el cuidado parental en individuos virgenes, sugiere que
es provocada como un subproducto de la activacion de circuitos neuronales “maternos” en
machos y hembras no-lactantes (Kuroda et al., 2011). El comportamiento parental desplegado
por hembras y machos virgenes, no se ve inhibido por hipofisectomia o gonadectomia, si bien
en hembras ovariectomizadas se observa una reduccidn en la frecuencia de construccién de
nido y acarreo (Rosenblatt, 1967). Esto sugiere que niveles basales de cuidado parental puede

ser inducido por exposicion a crias, independientemente de la estimulacién hormonal.

Las ratas virgenes, cuando inicialmente son expuestas a crias no familiares, las evaden,
pero luego de un periodo de exposicion de 6 a 8 dias, comienzan a tolerar el contacto con las
mismas. Una vez que las conductas de acercamiento se mantienen, la estimulacidon
proveniente de los neonatos incrementan aun mas, las conductas de busqueda, que se
desarrollan de manera gradual, hasta que se manifiesta el despliegue total del
comportamiento maternal, el cual incluye en estos animales conductas caracteristicas y
desarrolladas de un modo ordenado: lamidos, acarreo hacia el sitio de nidificacidn,

construccion de nido alrededor de las crias con funcidn de protegerlas, y asentamiento sobre

11



las crias en postura de proteccidon (Kuroda et al., 2011, Numan et al., 2006). Una pequefia
proporcién de ratas hembras virgenes y una gran proporcién de machos, realizan infanticidio
cuando son expuestos por primera vez a neonatos, disminuyendo la frecuencia de este
comportamiento, cuando son sometidos a sucesivas presentaciones con las crias. Mayer y
Rosenblatt (1979) observaron que tanto ratas hembras como machos de temprana edad (18
dias), buscan acercamiento y contacto con las crias (45% del tiempo de observacion), siendo
aun mds pronunciado este comportamiento en animales de 20 a 22 dias (75% del tiempo de
observacién). Sin embargo, observaron que en animales de 24 dias de edad, el contacto con las
crias declina bruscamente (20% del tiempo de observacién) y continda en baja incidencia, en

grupos de animales de 30-36, 60 y 90 dias de edad.

Por otra parte, Mayer, Freeman y Rosenblatt (1979), analizaron las latencias que
presentan las ratas en desarrollar conductas maternales. Observaron que a los 30 dias de
edad, no se encuentran diferencias comportamentales entre machos y hembras, mientras que
a los 45 dias de edad, las latencias al despliegue de conductas maternales difieren entre los
sexos. En estos animales, las hembras de 45 a 90 dias de edad, muestran menores latencias
que los machos. Sin embargo en los machos, a partir de los 45 dias de edad, aumentan
gradualmente las latencias al desarrollo de conductas maternales hasta los 90 dias de edad,

donde se observa una reduccidn significativa de este comportamiento.

En los ratones de la pradera, la mayoria de los individuos muestran comportamiento

Ill

parental “espontaneo” en respuesta a los neonatos en un periodo que abarca pocos segundos
o minutos (Olazabal & Young, 2006b). Se define comportamiento parental espontaneo como la
inmediata expresion del patron de conducta tipico de un animal posparturiento (a excepcion
de la lactancia) por hembras y machos en otros contextos no reproductivos. En este sentido,
los ratones de la pradera se diferencian de ratas y ratones de laboratorio, ya que los mismos
presentan latencias al desarrollo de conductas maternales que pueden abarcar desde horas a
dias. La respuesta parental espontdnea que presentan los ratones de la pradera, incluye al
momento de la exposicidn de las crias, lamidos y posturas de proteccidn, y subsecuentemente,
construcciéon de nido y acarreo, es decir todos los componentes del comportamiento maternal
(Olazébal & Young, 2008). La mayoria de los machos virgenes, de aproximadamente 20 dias de
edad, despliegan conductas parentales hacia los neonatos, y sélo un pequefio porcentaje
(15%) las ignora. El infanticidio en machos de ratones de la pradera es bastante raro,

ocurriendo a muy bajas frecuencias (menos del 10%). Las hembras juveniles de ratones de la

pradera, interactlan positivamente con las crias, pero sin embargo, una vez que alcanzan la

12



madurez, un conjunto de hembras (~ 50%) desarrollan conductas no maternales e incluso

infanticidas.

En ratones, la latencia para el despliegue de conductas maternales, es mas corto que el
descrito para ratas. Hembras virgenes de una amplia variedad de cepas de ratones, iniciarian el
comportamiento maternal sélo luego de 30 minutos de exposicidn, aunque este aspecto se
encuentra muy discutido para ratones. Se ha notado que éstos atraviesan una serie de
cambios, andlogo a la sensibilizacidn en ratas durante su exposicién inicial a las crias (Noirot,
1972; Lonstein & De Vries, 2000b). Se sugiere que el comportamiento de ratones hembras
virgenes, cuando inicialmente son expuestas a crias, tiende a progresar de manera ordenada a
través de una serie de pasos. En primer lugar se observa un periodo de exploracidn intenso y
gran frecuencia de olfateos a las crias, un periodo de ambivalencia, donde son frecuentes los
acercamientos alternados con rapidos retiros al lado opuesto de la caja y finalmente el
despliegue o no de conductas maternales, que abarcan lamidos, acareo y finalmente
construccion de nido (Fleming & Luebke, 1981; Mayer, 1983; Noirot, 1972). Las hembras de
ratones, raramente comenten infanticidio cuando son expuestas a crias, pero los machos
virgenes generalmente realizan infanticidio, aun luego de repetidas exposiciones (Kuroda et
al., 2011). Aproximadamente el 40% de machos adultos de la cepa Rockland-Swiss albino (R-S)
realizan infanticidio, en contraste con menos del 10% en las hembras (Gandelman & Vom Saal,
1975). Estudios realizados por Gandelman (1973) en la cepa de ratdn R-S albino, muestran que
hembras de 22 dias de edad tienden a ignorar a las crias, mostrando comportamiento
maternal a partir de los 40 dias y manteniéndose en continuo aumento hasta los 70 dias de

edad.

En ratas y ratones de laboratorio se ha encontrado una marcada diferencia entre
hembras y machos en el comportamiento hacia las crias, donde el macho en general, es
visiblemente mas agresivo (Gandelman, 1972). Esta diferencia se ha atribuido al hecho de que
el cerebro de la hembra no estd sometido al influjo hormonal proveniente de los testiculos
(andrégenos) ya que se ha visto que si se le administra a la hembra andrégenos, ésta
desarrolla comportamientos agresivos similares al macho y a la inversa, si el macho es castrado
no se desarrolla el comportamiento agresivo caracteristico del sexo (Gandelman, 1972). Sin
embargo, otros estudios han mostrado que administraciones agudas de testosterona en
hembras gonadectomizadas no induce comportamientos agresivos (Johnson & Whalen, 1987).
Alternativamente a esta hipdtesis, se ha planteado la idea de que el comportamiento aversivo
estd influenciado por el sistema olfativo. Las sefales quimicas, como la orina en machos,

modulan el comportamiento agresivo en ratones, principalmente mediante las Principales
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Proteinas de la Orina (MUPs) y sus ligandos (Mucignat-Cartetta et al., 2004), las cuales parecen

estar involucradas en el reconocimiento individual.

En el ratdn de laboratorio, existe una variabilidad importante entre los distintos
estudios en cuanto a la incidencia de comportamiento parental espontdneo (Tabla 2). En
numerosos estudios se reporta una alta incidencia de este comportamiento, mientras que
otros estudios muestran lo contrario (Stolzenberg & Rissman, 2011; Gandelman & Vom Saal,
1975; Calamandrei & Keverne, 1994). Esta variabilidad, puede deberse a numerosos aspectos,
entre los que se destacan, la cepa estudiada, pre-exposicion a las crias (la cual puede inducir
un aumento en el comportamiento parental espontaneo), habituacién a la caja, la edad de las
crias, duracidn total del test, y principalmente a la definicién de comportamiento parental. En
muchos trabajos no se definen los componentes comportamentales que se evaluaron para
categorizar a los animales como parentales espontaneos, y en otros casos solamente definen
comportamiento parental cuando observan Unicamente la presencia de acarro, y no toman en
cuenta algunas variables caracteristicas y sumamente importantes como es el crouching, el
cual debe estar siempre presente en los individuos categorizados como parentales
(Gandelman, 1972; Gandelman & Vom Saal, 1975; Gandelman, 1973). Algunos autores,
reportan que las posturas de amamantamiento o crouching en ratones no son muy frecuentes
antes de la madurez (Noirot, 1972), sin embargo, en otros trabajos, se reporta que la mayoria
de los individuos categorizados como maternales realizan este comportamiento (Gandelman,

1973; Stolzenberg & Rissman, 2011).

Se evidencia asi, que existe una gran variabilidad en la incidencia del comportamiento
parental tanto inter como intra-especifico. Ademas, hasta el momento no se conoce a qué
edad aparece la respuesta maternal espontdnea e infanticida en el ratén de laboratorio. Por
tanto consideramos apropiado e interesante realizar una caracterizacion del comportamiento

parental espontaneo e infanticida en esta especie.

Existe un aumento en los Ultimos afios en el numero de estudios que utilizan cepas de
ratones de laboratorio como modelos experimentales, principalmente debido al uso del ratén
para la creacién de transgénicos y estudios de genética funcional. También por esta razén
considero que es fundamental entender y describir cuidadosamente el desarrollo del

comportamiento parental e infanticida en ratones de laboratorio.
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Tabla 2. Datos extraidos de los trabajos de distintos autores sobre comportamiento maternal espontaneo en las distintas cepas de ratones.

- Cepa Ciclo_ Ne de crias Exposicién Duracién N Mat/Nt:Mat/lnf Descri_pcion del
luz/oscuridad (edad) previa test (%) Comportamiento Maternal
. . . 509 vy ?/?/10 %y
Gandelman, 1972 R-S albino  Fase luz 2(1) 15 min 5 min 504 2/2/40 3 No aclara
Gandelman, 1973 R-S albino  Fase luz 2(1) 15 min 15 min 159 R Acarreoy post.ura de
amamantamiento
Gandelman & Vom . . 509 vy 90/0/10 @y
Saal, 1995 R-S albino  Fase luz 3(1) 15 min no aclara 60 67/0/33 & Acarreo
Calamndrei & Balb-C Fase oscura 3(1-3) 0 min 30 min 69 >80/0/<20 Lamido, nido y p(?stura de
Keverne, 1994 amamantamiento
Leussis et al., 2008 CD-1 Fase oscura 3(3-11) 24 horas 10 min 24 Q 67/0/33 Lat. acarreo, lamidos, m.do v
postura de amamantamiento
Stolzenberg & C57BL6  Fase oscura 4(2-7) 45 min 15 min 109 100/0/0 Lat. acarreo, lamidos, postura

Rissman, 2011

de amamantamiento
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3. HIPOTESIS

La exposicidn, en el ratdn de laboratorio, a crias recién nacidas no dispara todos los
componentes caracteristicos del comportamiento parental en forma inmediata.

La incidencia del comportamiento parental e infanticida en individuos jovenes de ratén de
laboratorio es menor que en adultos

4. OBJETIVOS

4.1. General

Describir la respuesta comportamental en hembras y machos virgenes del ratén de
laboratorio, cuando son expuestos por primera vez a crias recién nacidas, y determinar cémo
este comportamiento cambia desde el destete a la edad adulta.

4.2. Especificos

Describir en forma detallada el comportamiento que despliegan hembras y machos
inexperimentados a los 20, 30, 60-70, 100-115 dias de edad, de ratdon de la cepa C57BL6
durante los primeros 15 min de exposicidn a crias recién nacidas.

Determinar la incidencia del comportamiento parental espontdneo e infanticida en hembras y
machos de ratdn de la cepa C57BL6 a los 20, 30, 60-70, 100-115 dias de edad.
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5. METODOLOGIA

5.1 Animales

Se utilizaron ratones de laboratorio (Mus musculus) de la cepa C57BL/6)J traidos originalmente
del Instituto Pasteur de Montevideo (IPM) y criados en la Unidad de Reactivos para

Biomodelos de Experimentaciéon (URBE) de la Facultad de Medicina.

Los individuos fueron alojados en grupos separados por sexo, en cajas de pldstico transparente
(267X207X140 cm) sometidos a un ciclo luz/oscuridad 12:12 (luces encendidas a las 6:00 am).
Todos los individuos fueron mantenidos en un ambiente estable, con temperatura controlada
(20+2 °C) con acceso a comida y agua ad libitum. La limpieza y cambios de cajas se realizé una

vez a la semana.

Inicialmente se aparearon 6 hembras con 3 machos (3 animales por caja). Luego de una
semana, los machos fueron retirados de las cajas de las hembras. El dia 19 luego del cruce,
estas 6 hembras posibles prefiadas fueron alojadas individualmente, verificando la presencia
de crias hasta el dia del parto. El primer dia que se encontraron crias en la caja, se considero el
dia O posparto. Las crias nacidas de estas 6 madres se utilizaron como una primera camada
para la realizacién de los test comportamentales. Un grupo “donador” de hembras lactantes

fueron mantenidos para proveer crias a hembras y machos de experimentacion.

Todos los animales fueron destetados a los 20 dias de edad y se alojaron en grupos de un
maximo de 10 individuos del mismo sexo y edad, mantenidos alli hasta la realizacion de los

correspondientes registros comportamentales.

5.2 Grupos

Las pruebas comportamentales se realizaron para un total de 29 hembras y 38 machos. Las
hembras se dividieron en 3 grupos en relacién a su edad: 9 hembras de 20-22 dias, 10 hembras
de 30-33 dias y 10 hembras de 60-65 dias de edad. Los machos, se dividieron en 4 grupos: 10
machos de 20-22 dias, 10 machos de 30-33 dias, 9 machos de 60-65 dias y 9 machos de 102-
104 dias de edad.
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Las hembras de 102-104 dias de edad no pudieron ser testeadas ya que a que al momento del
registro comportamental, observamos que estas hembras se encontraban lastimadas debido a
enfrentamientos producidos entre las mismas. Consideramos inapropiado registrar las
conductas parentales de estas hembras, ya que se encontraban en una situacién alterada y no

pudieron ser evaluados en condiciones normales.

5.3 Pruebas comportamentales

Los dias de registros, los animales sujetos a los test comportamentales, fueron trasladados a
un cuarto de experimentacién contiguo al area de cria, donde se alojaron individualmente en
nuevas cajas de plastico transparente (267 x 207 x 140 mm), dejandolos habituar a la misma

por 45 minutos.

Luego del periodo de habituacidn, dos crias (1-4 dias de edad) fueron colocadas en la caja, en
el sitio opuesto al cual se encontraba el individuo en el momento en que la caja fue abierta. A
partir de ese momento se realizé un registro comportamental durante un periodo de 15
minutos (Olazabal and Young, 2006a). Aproximadamente 10-13 horas luego de la primera
exposicién, se realizd una segunda exposicion a los neonatos por otros 15 minutos (Figura 3).
Los animales por tanto fueron testeados en el dia y la noche, alternando el orden de comienzo
del test de manera de balancear los grupos. En el anexo se muestran los resultados obtenidos
del analisis del efecto que presenta el ciclo luz oscuridad sobre el comportamiento maternal, y

el efecto de la exposicién repetida a las crias.

Los test que comenzaron por la mafiana se iniciaron aproximadamente a las 8:00 am y en la
tarde se volvieron a repetir aproximadamente a las 18:00. Los test que se comenzaron por la

noche se iniciaron a las 18:00 y se volvieron a repetir a las 7:00 am.

Habituaciona  gxposiciéna recién Exposiciona recién

la caja nacidos nacidos

Primer registro
comportamental

Segundo registro
comportamental

&

v

Y

0 45 m‘in . .
15 min 10-13horas 15 min

Figura 3. Protocolo experimental. Las flechas verticales indican el momento que se
realizaran las distintas actividades. Las flechas horizontales indican la duraciéon de cada
registro comportamental (15 minutos). 18



Durante las pruebas comportamentales se registraron distintas variables. Entre éstas

se

encuentran variables relacionadas con el comportamiento maternal (Olazabal & Young, 2006b)

y variables relacionadas principalmente con la exploracion (Casarrubea, et al, 2009). Las

variables relacionadas a las conductas maternales que se registraron fueron:

Acarreos: transporte de las crias con la boca, hacia el nido.

Lamidos: movimiento rapido de la lengua sobre el cuerpo de la cria.

Postura de proteccidn o crouching: posicionamiento sobre las crias con funcién de protecciony

suministro de calor. Se considero crouching a los individuos que permanecieron realizando

este comportamiento durante un periodo de al menos 3 segundos.

Construccion de nido: armado de un “refugio” para las crias

Las otras variables registradas fueron:

Rearings: elevamiento del cuerpo mediante el apoyo sobre las patas traseras.

Trepadas: los individuos se agarran de las rejas de la caja y trepan sobre la tapa y bebederos.

Distancia: alejamiento de las crias mayor a 10 cm

Olfateos: los individuos huelen a las crias, generalmente con contacto nasal

Inmovilidad: los individuos permanecen quietos

Infanticidio: ataque a las crias

Se determind la frecuencia, duraciéon y latencia de cada uno de estos componentes.

Frecuencia: cantidad de veces que el individuo realiza un comportamiento.

Duraciodn: tiempo total en que el individuo permanecio realizando esa conducta.

Latencia: tiempo que transcurre desde que comienza el test, hasta que se manifiesta el

comportamiento.
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El registro de todos los parametros comportamentales se realizé utilizando el programa

Stopwatch (http://www.cbn-atl.org/research/stopwatch.shtml).

5.4 Categorias

Se categorizaron a los animales como completamente parentales (CP), parentales incompletos
(PI), no parentales (NP) o infanticidas (1) de acuerdo al siguiente criterio:

CP: animal que desplegd todos los componentes tipicamente asociados al comportamiento
maternal: acarreo de las crias, lamido a las crias por un tiempo igual o mayor a 60 segundos, y
postura de proteccién por un tiempo igual o mayor a 30 segundos.

Pl: animal que desplegd sélo 2 de los componentes comportamentales descritos arriba.

NP: animal que desplegd sélo uno o ninguno de los componentes comportamentales descritos
mas arriba y no ataca.

I: animal que atacé a las crias.

Luego de finalizacién del test o al momento de ser atacadas, las crias fueron retiradas de la
caja. Aquellas que recibieron lesiones fueron sacrificadas inmediatamente, y aquellas que no
fueron atacadas se devolvieron a su madre. Todas las crias fueron aceptadas por su madre,
luego de devolverlas al nido. Los animales que atacaron a las crias fueron excluidos de las

comparaciones de tiempos y latencias, debido a que los registros se interrumpieron.

5.5 Analisis estadistico

En primera instancia se realizaron test de homogeneidad de varianza y de distribucion normal,
y en los casos de que ambos cumplieron, se realizd test paramétricos, en caso contrario, se

realizaron test no paramétricos para el andlisis de los datos.

Para hembras, la frecuencia y duracién de rearings, y la frecuencia de alejamiento de las crias,
cumplieron con el test de homogeneidad de varianza y distribucidn normal; para machos, la

frecuencia y duracién de olfateos, duracion de distancia a las crias y frecuencia de rearings,
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también cumplieron con el test de homogeneidad de varianza y distribucién normal por lo que

fueron analizados por test paramétricos (ANOVA) y test posthoc (Fisher PLSD).

Las diferencias entre grupos en las latencias y frecuencia de los distintos comportamientos que
no cumplieron con los requerimientos de normalidad y homogeneidad de varianza (lamidos,
posturas de proteccién, acarreos, etc.) fueron analizadas mediante Kruskal Wallis, y Mann

Withney.

Se comparé la incidencia de comportamiento parental completo, incompleto, no parental e

infanticida en machos y hembras usando Chi cuadrado (X2).

Los datos fueron expresados como medianas (rango semi-intercuartiles, RSIQ). El valor de

significancia escogido para las comparaciones estadisticas fue p < 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 Incidencia del comportamiento parental en hembras y machos:
comparacion por edad

Los resultados que se muestran a continuacion refieren exclusivamente al comportamiento

desplegado en la primera exposicion a las crias.

6.1.1 Incidencia de animales maternales o infanticidas

Hembras

La comparacidon por edades en hembras no mostré ninguna diferencia significativa en el
numero de animales que alcanzaron el criterio de Maternal completo, Maternal incompleto,

No maternal o Infanticida (X°= 5.70; p = 0.22; Tabla 3).

Tabla 3. Numero de animales que expresaron comportamiento

parental
Q 20-22 Q 30-33 Q 60-65
dias dias dias Total

MC 0 0 2 2

M 1 2 3 6

N 8 8 5 21

| 0 0 0 0

MC: Maternal Completo, MI: Maternal Incompleto, N: No maternal, I: Infanticida

Hembra ().

Se observd que sélo 2 hembras de 60-65 dias alcanzaron el criterio de MC y que no hubo
infanticidio en ninguna de las edades estudiadas. Cuando se compard la incidencia de
comportamientos maternales (maternal completo sumado a maternal incompleto) y no
maternales, tampoco se encontraron diferencias significativas, presentando un valor p de 0.13

(X*= 4.01).
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Machos

La comparacion de la respuesta a las crias entre las diferentes edades en machos, mostré
diferencias significativas entre los grupos (X’= 20.3; p = 0.0001; Tabla 4). Los machos no
mostraron conductas parentales, si no que Unicamente se observaron animales no maternales

e infanticidas. El aumento de infanticidio con la edad se hace evidente en el grupo de los

machos.
Tabla 4. Numero de animales que expresaron comportamiento parental
& 20-22* J 30-33 J 60-65 J 102-104¢
dias dias dias dias Total
MC 0 0 0 0 0
MI 0 0 0 0 0
N 10 7 5 0 22
A 0 3 4 9 16

MC: Maternal Completo, MI: Maternal Incompleto, N: No maternal, I: Infanticida. Macho ().
*p < 0.05 vs 60-65y 102-104. #p< 0.05 vs 30-33, 60-65. Prueba de X2

La comparacién de la respuesta a las crias entre machos y hembras de 20 dias no mostré
diferencias significativas (X’= 1.20; p = 0.28). Hacia los 30 dias de edad, si bien las diferencias
no fueron significativas (X’= 5.10; p = 0.08), la disparidad entre los sexos se vuelven
gradualmente mas notorias. Las hembras comenzarian a responder de manera mas maternal
(2 hembras alcanzaron el criterio de Pl), y los machos comenzarian a mostrar conductas

aversivas hacia las crias, ausentes en los individuos de 20 dias de edad.

Cuando se compard la respuesta hacia las crias en machos y hembras de 60 dias de edad, se
observé una marcada diferencia entre estos animales en relacién a la encontrada en animales
de 30 dias, obteniendo en este caso valores significativos (X*= 9.01; p = 0.03). El nimero de
hembras que mostraron conductas maternales aumenté notoriamente en relacidn con las de
30 dias, ya que en este caso 5 hembras (2 PC y 3 Pl) mostraron conductas maternales. Al igual
que en los individuos de 30 dias de edad, ninglin macho alcanzo el criterio de parentalidad, sin

embargo se incrementd el nimero de individuos que atacaron a las crias.
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6.3.2 Analisis de los distintos componentes del comportamiento parental

Incidencia de los distintos componentes asociados al comportamiento parental en

hembras y machos

Se observo en las hembras, que a la edad de 20 dias sélo despliegan, en muy baja incidencia,
las conductas de lamidos y crouching. Sin embargo, a los 30 dias de edad, se observa que las
hembras muestran los cuatro componentes principales del comportamiento parental. En las
hembras adultas, el porcentaje de expresién de los diferentes componentes del
comportamiento parental es mayor que en hembras de 20 y 30 dias, destacandose
principalmente los lamidos (Figura 4).

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -

Ll Acarreo

50 -

Crouching

H Nido

Porcentaje (%)

40 - B Lamidos

30 1

20 -

IR =

©20-22d ©30-33d 2 60-65d
Edad

Figura 4. Porcentaje de hembras () que expresaron las variables acarreo (barra blanca), crouching( barra
clara), nido (barra oscura) y lamidos (barra negra)

En machos, en cambio, las Unicas conductas que se observaron fueron construccion de
nido y lamidos (Figura 5). A los 20 dias de edad, solamente se evidencid la presencia de
lamidos, sin embargo, a los 30 y 60 dias también se evidencié construccion de nido. Al igual

gue en hembras se observa en los machos, aun aumento en la incidencia de lamidos a la edad
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Porcentaie (%)

de 60 dias. No se evidenciaron componentes del comportamiento parental en machos de 102-

104 dias ya que todos atacaron a las crias
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1 Acarreo
50 - i Crouching
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30 A
20
DO l
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Edad

Figura 5. Porcentaje de machos (&) que expresaron las variables acarreo (barra blanca), crouching( barra
clara), nido (barra oscura) y lamidos (barra negra)

Lamidos

En hembras, se evidenciaron diferencias significativas en la frecuencia de lamidos (H= 16.80; p
= 0.00), entre los individuos de 20 y 60 dias (U 10= 6.50; p=0.00), y los de 30 y 60 (U1 10=
(1.50; p= 0.00) dias de edad. También se encontraron diferencias en cuanto a la duracién total
(H=10.01; p = 0.00) de lamidos entre individuos de 20y 60 (U 10= 14.04; p=0.00) y los de 30 y
60 dias (Ugo,10= 12.42; p=0.00). Las hembras de 20 y 30 dias presentaron una menor
frecuencia de lamidos [5.03 (6.08) y 14.06 (4.02) respectivamente], en relacién a las hembras
de 60 dias, quienes mostraron una frecuencia de lamidos bastante mas elevada [60.01
(44.09)]. A su vez, como se observa en la Figura 6, las hembras de 60 dias también
permanecieron durante mas tiempo lamiendo en relacién a las hembras de 20 y 30 dias edad.
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en cuanto a la latencia al primer

lamido para ninguna edad (p = 0.10).
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En los machos, en cambio, se evidenciaron diferencias significativas en la latencia a lamidos
(H= 7.50; p = 0.00) entre los animales de 20 [8.01 (41.05)] y 60 [49.08 (20.06)] dias de edad
(Uzo,5= 5.00; p= 0.00), siendo los juveniles quienes mostraron mayores latencias al primer
lamido. En cuanto al tiempo total de lamidos, no se observaron diferencias significativas (H=
5.08; p = 0.08) entre los grupos, pero se observa una tendencia en los machos de 60 dias a
lamer mas a las crias que los individuos de 20 y 30 dias de edad (ver figura 6). No hubo
diferencias significativas en la frecuencia de lamidos de los machos en las diferentes edades (p

=0.18).
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Figura 6. Duracion de lamidos realizados por hembras (barras oscuras) y machos (barras claras) de
las distintas edades. Datos expresados como medianas (RSIQ). °p < 0.05 vs @ de 30-33 diasy Q de

20-22 dias de edad, Prueba de U Mann Withney. bp =0.08 vs C? de 30-33 dias y C? de 20-22 dias de
edad.

Crouching

En las hembras, se evidenciaron diferencias significativas en frecuencia (H= 8.60; p =0.01) y
duracién (H= 5.90; p= 0.05) de crouching, sélo entre los individuos de 20 y 60 dias de edad
(Uig.109= 14.50; p=0.01). Los individuos de 60 dias permanecieron durante mas tiempo
realizando crouching [9.07 (1.50) segundos], en relacidn a los individuos de 20 dias de edad
[0.04 (0.12) segundos]. Las hembras de 30 dias realizaron esta conducta durante un tiempo de
3.08 (29.01) segundos. Asimismo, las hembras de 60 dias realizaron crouching con una mayor
frecuencia [9.04 (2.01)] en relaciéon a individuos de 20 dias [0.04 (0.12)]. Las hembras de 30

dias realizaron esta conducta con una frecuencia de 2.0 (5.0).

En machos, la comparaciéon entre los grupos, no evidencié diferencias significativas ni en

frecuencia (H=3.70; p= 0.16) y duracion de crouching (H= 3.70; p= 0.15). En los machos de 30y
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60 dias de edad, se encontrd baja incidencia de crouching, tanto de la cantidad de veces que
realizaron esta conducta [0.07 (0.40), 1.08 (2.12) respectivamente] como del tiempo total en
que estuvieron realizandolo [0.02 (0.10, 1.44 (5.22), respectivamente]. Los machos de 20 dias

no realizaron crouching [0.02 (0.00)].

Los resultados obtenidos de la comparacidn entre machos y hembras de igual edad, evidencié
diferencias significativas solamente en cuanto a la Frecuencia de crouching, entre machos y

hembras de 60 dias de edad (p = 0.01).

Construccion de Nido

La comparaciéon por edades, tanto en hembras como en machos, no reveld diferencias
significativas en frecuencia (H=2.70 p=0.26; H= 1.90 p=0.38), duracién (H=2.50 p=0.28; H=3.70
p=0.16) o latencia (H=4.00 p=0.14; H=1.10 p=0.58) respectivamente. En la figura 4 y 5, se
observa el porcentaje de hembras y machos que construyeron nido. Se observa que a los 20
dias, los individuos no construyeron nido, mostrando a los 30 y 60 dias de edad, baja incidencia

de esta conducta.

Acarreo

En cuanto al acarreo, sélo se observd esta conducta en hembras. No se encontraron
diferencias significativas ni entre los grupos ni en frecuencia (H=1.30; p=0.52) y latencia al
acarreo (H=1.40; p=0.51). En las figura 4, donde se muestra el porcentaje de hembras que
acarrearon, se observa que los animales de 20 dias no acarrearon y las hembras de 30 y 60 dias

de edad lo hicieron en un muy bajo porcentaje.
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Descripcidn de lamido, crouching, acarreo y la construccion de nido en animales

parentales (PC + Pl)

Tabla 8. Descripcién de la duraciéon de los diferentes componentes del
comportamiento parental en los individuos categorizados como maternales,
incluyendo a los individuos maternales completos como incompletos.

Mediana (RSIQ)

Lamidos 140+21
Crouching 47+35
Construccion de
Nido 0+41

Individuos parentales (PC+PI)

La tabla 8 muestra la duracidn de lamidos, crouching y nido para los animales maternales. Se
categorizaron 8 animales maternales, de los cuales 2 alcanzaron el criterio de MCy 6 el de M.
Se observa que los animales maternales permanecen mas tiempo lamiendo que realizando
crouching o construyendo nido. Se encontré a su vez, que los individuos se acercan mads veces
a lamer [35.0 (8.0)], en relacidn a la cantidad de veces que realizan crouching [12.14 (2.06)], o
construyen nido [0.04 (2.01)]. Asimismo, se evidencia que la latencia al primer lamido [24.03
(18.07)] es menor que las latencia a realizar crouching [98.04 (36.02)], construccion de nido
[900.00 (157.04)], o acarreo [900.00 (340.02)]. Se encontrd que sélo el 38% de los animales

categorizados como maternales, acarrearon a las crias.

6.3.4 Andlisis de las conductas locomotoras y exploratorias

El andlisis de los diferentes componentes asociados a la actividad exploratoria y locomotora

(trepadas, rearing, distancia a las crias, inmoévil) mostraron diferencias significativas por edad:
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Olfateos

En cuanto a olfateos a las crias, en hembras, se observaron diferencias significativas entre los
grupos en duracion (H=18.20; p=0.02) y frecuencia (H= 13.60; p=0.01) de olfateos. Estas
diferencias se evidenciaron entre los individuos de 20 y 60 dias (U9 10= 11.00 p=0.01; U(g10=
2.00 p=0.00 respectivamente) y los de 30 y 60 dias de edad (U1010= 22.00 p=0.03; U(10,10=
13.00 p= 0.01 respectivamente). Se observd que las hembras de 20 y 30 dias olfatearon con
mas frecuencia a las crias [10.32 (4.12) y 8.16 (14.50) respectivamente], siendo las hembras de
60 dias quienes realizaron esta conducta en menor frecuencia [1.10 (1.50)]. En la figura 7 se
observa la duracién de olfateos. Las hembras de 60 dias permanecieron durante menos tiempo
olfateando a las crias, en relacién a las hembras de 20 y 30 dias de edad. No se observaron

diferencias significativas en la latencia a olfateos entre las distintas edades (H=0.80; p = 0.67).

En machos, el analisis de esta conducta mediante test de ANOVA, no evidencié diferencias
significativas entre los grupos ni en frecuencia (F(19= 1.90; p = 0.18), duracion (F19= 1.40 p =

0.28) o latencia (F(2,19= 0.30; p = 0.89) de olfateo a crias.
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Q20-22d Q30-33d Q 60-65d 420-22d 430-33d & 60-65d
Edad

Figura 7. Tiempo total en que las hembras (barras oscuras) y machos

(barras claras) permanecieron olfateando a las crias. Datos expresados

como medianas (RSIQ). °p < 0.05 vs @ de 20-22d y @ de 30-33 d, Prueba

U Mann Whitney.
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Distancia a las crias

En las hembras, el analisis por test de ANOVA, evidencié diferencias significativas entre los
grupos unicamente en cuanto a la cantidad de veces (F(, 2¢)= 3.40; p = 0.04) en que las hembras
permanecieron distantes mas 10 cm de las crias. Estas diferencias se percibieron sélo entre
animales de 20 y 60 dias de edad, siendo las hembras de 60 las que se alejaron mads veces de
las crias [18.19 (3.20)] en relacién a las hembras de 20 dias [8.10 (6.02)]. Las hembras de 30
dias permanecieron alejadas de las crias con una frecuencia de 13.12 (4.04). Si bien no se
encontraron diferencias significativas entre los distintos grupos en cuanto al tiempo total en
que permanecieron distantes de las crias (H=5.28; p=0.07), se observa que existe una
tendencia en las hembras de 20 dias de edad a permanecer mas tiempo alejadas de las crias

en relacion a los individuos de 30 y 60 dias de edad (figura 8).

En machos, el analisis por test ANOVA para el tiempo total en que permanecieron alejados de
las crias, no evidenci6 diferencias significativas (F(;19= 0.90; p=0.41) entre las edades (figura 8),
asi como tampoco se encontraron diferencias significativas en el nimero de veces que se

alejaron de las crias (F(3,10) 2.20; p=0.10).
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Figura 8. Tiempo total en que las hembras (barras oscuras) y machos (barras
claras) permanecieron distantes a las crias. Datos expresados como medianas
(RSIQ). °p =0.03 vs Q de 60-65 dias de edad
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Conducta Inmovil

En hembras, se encontraron diferencias significativas en cuanto a la frecuencia (H=8.01; p =
0.02) y duracién (H= 8.03; p = 0. 02) de la conducta inmévil, entre individuos de 20 y 30 dias, e
individuos de 20 y 60 dias de edad (U(g 10 15.07; p=0.01). Las hembras de 20 dias [3.23 (2.50)]

fueron las Unicas que mostraron conducta inmovil.

En los machos, también se encontraron diferencias significativas en duracién (H=6.00; p=0.05)
y frecuencia (H=8.60; p=0.01) de la conducta inmévil. Estas diferencias fueron entre individuos
de 20y 30 dias (U10,7=15.02 p=0.05; U 10,7=14.50 p=0.04 respectivamente) y entre 20 y 60 dias
de edad (U10,5= 5.04 p= 0.01). Los machos de 20 dias de edad fueron quienes permanecieron
mayor numero de veces y mas tiempo inmdviles [3.12 (2.50); 93.23 (82.10)] en comparacion

con machos de 30 [0.02 (0.75); 0.01 (22.03)] y 60 dias de edad [0.01 (0.00); 0.03 (0.01)].

Trepadas

En las hembras, se encontraron diferencias significativas entre los distintos grupos,
Unicamente en la frecuencia de Trepadas (H= 7.60; p=0.02) entre animales de 20 y 30
(U(0,10=13.50; p=0.01) dias de edad. Se observé que individuos de 30 dias de edad treparon con
mayor frecuencia que individuos de 20 dias (Figura 9) Sin embargo no se observaron
diferencias significativas entre las distintas edades en cuanto al tiempo total que

permanecieron trepadas (H= 3.20; p = 0.20).

En los machos, en cambio, la comparacién por edad, evidencié diferencias significativas tanto
en frecuencia (H=8.60; p = 0.01) como en duracién de trepadas (H=6.01; p = 0.05) entre
animales de 20 y 30 dias (Ujo7= 12.02 p=0.02; Ujp7= 15.01 p=0.05 respectivamente) y
animales de 20 y 60 dias de edad (U15= 6.00 p=0.02; U105= 8.07 p= 0.04). En los machos de
20 dias, no se observd esta conducta, siendo los individuos de 30 y 60 dias de edad quienes
treparon con mayor frecuencia (figura 9) y durante mas tiempo [50.08 (34.02); 21.23 (32.14)

respectivamente].
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claras) para las distintas edades. Datos expresados como medianas (RSIQ). “p < 0.05
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Rearings

En hembras, el andlisis por ANOVA evidencié diferencias significativas entre los grupos en la
frecuencia (F2= 9.90; p=0.00) y duracién (Fp.6= 5.10; p=0.02) de rearing, tanto entre
individuos de 20 y 30 dias como entre individuos de 20 y 60 dias de edad. Las hembras de 30 y
60 dias de edad mostraron mayores frecuencias de rearing [96.13 (20.01), 109.24 (26.11)
respectivamente], mientras que los individuos de 20 dias mostraron una baja frecuencia de
este comportamiento [37.01 (25.32)]. Asimismo, como se observa en la figura 10, los
individuos de 20 dias de edad permanecieron menos tiempo realizando rearing, en relacién a
los individuos de 30 y 60 dias.

Al igual que en hembras, los machos también mostraron diferencias significativas en
frecuencia (H=7.10; p = 0.02) y duracién de rearings (H=10.10; p = 0.01) entre individuos de 20
y 30 dias (Uj07= 11.01 p=0.02; U 107= 6.00 p=0.01 respectivamente) e individuos de 20 y 60
dias de edad (U(105=9.00 p=0.05; Uj105= 7.01 p=0.03 respectivamente). Se observé que los
individuos de 20 dias presentaron menores frecuencias de rearing [39.10 (12.22)] en relacién a
los individuos de 30 y 60 dias de edad [63.48 (4.02), 59.20 (10.03) respectivamente). A su vez,
como se observa en la figura 10, los individuos de 20 dias permanecieron menos tiempo

realizando esta conducta, en relacion a los individuos de 30 y 60 dias.
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Figura 10. Tiempo total en que las hembras (barras oscuras) y machos
(barras claras) realizaron rearings. Datos expresados como medianas
(RSIQ). “p<0.05 vs Qde 30-33d y @ de 60-65d. Prueba U Mann Whitney.
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7. DISCUSION

El principal aporte de este trabajo se basa en el esclarecimiento del desarrollo y la expresion

del comportamiento parental espontdneo en el ratdon de laboratorio.

En las condiciones en las que se realizé el estudio, la mayoria de los animales de esta cepa de
ratdn no desplegaron respuesta parental espontanea cuando se les expuso a los recién
nacidos. Asimismo, la segunda exposicion no mostré un aumento en la respuesta parental,
como podria esperarse de la exposicion repetida a las crias de acuerdo a otros estudios en
ratones (Gandelman, 1972b; Gandelman & Vom Saal, 1975; Leussis et al., 2008; Stolzenberg &
Rissman, 2011). A pesar de que en la mitad de las hembras de 60 dias, se evidenciaron algunos
componentes comportamentales que se asocian a la conducta materna, la respuesta general
difiere de lo reportado en la literatura (Gandelman & Vom Sal, 1975; Stolzenberg & Rissman,
2011; Calamandrei & Keverne, 1994) y también de lo reportado para otras especies como
ratones de la pradera, estudiados en condiciones similares (Olazabal & Young, 2006b;

Olazébal, 2010).

Si bien el andlisis del comportamiento parental espontaneo durante la primera exposicién a
crias, no evidencid diferencias significativas entre los distintos grupos de hembras, se observa
una expresion diferencial y patrén de desarrollo que varia con la edad y sexo. Los resultados
muestran que el comportamiento infanticida y parental, no se encuentra completamente
desarrollado a los 20 dias, comenzando a desarrollarse a los 30 dias y expresandose con mayor
frecuencia en adultos. Esto sugiere que los animales de 20 dias aun no han desarrollado una
atraccidn o aversidn significativa por las crias. Asimismo, el comienzo de la respuesta aversiva
a las crias en los machos coincide temporalmente con el comienzo de la respuesta de atraccion

a las crias, desplegada por las hembras en animales de 30 dias de edad.

La falta de respuesta maternal en individuos de 20-22 dias de edad, es interesante y difiere de
lo observado en ratas y ratones de la pradera. Esta falta de respuesta a las crias, no se deberia
a la condicion corporal, o a la dificultad que pueda causarles sujetar a las crias debido a su
menor tamafio, ya que en estos individuos hemos observado la presencia de transporte,
pudiendo también acarrear pellets de comida de peso y tamafio similar. La ausencia de
conductas maternales en estos individuos se evidencié mediante los bajos indices de lamidos,
crouching y ausencia de acarreo en todos los individuos. En relacién a este ultimo
componente, Noirot (1972) en su estudio en ratones, reporta acarreo por individuos de 20-29

dias de edad, aunque en muy bajas frecuencias. Sin embargo, los valores reportados por
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Noirot para crouching, evidencian resultados similares a los encontrados en el presente
trabajo, ya que este autor reporta que este comportamiento se realiza en muy bajas
frecuencias (3 de 80 casos). En este ultimo estudio, el rango extenso de edad utilizado (20-29
dias), puede que haya resultado en un grupo mas parecido al grupo de 30 dias utilizado en
nuestro estudio, pudiendo explicar tal vez la presencia de acarreo en tales individuos.
Gandelman (1973) en un trabajo en el cual utilizé la cepa Rockland-Swiss albino, mostré
valores similares a los obtenidos en este estudio para los individuos de 20-22 dias de edad,
donde encontré que el 80% de los individuos de 22 dias de edad ignoran a las crias. Mayer y
Rosenblatt (1979) en sus estudios en ratas, encuentran que individuos de 18-22 dias de edad,
responden de manera mas parental que individuos adultos. Estas diferencias encontradas
entre las distintas especies, puede deberse principalmente a diferencias ontogenéticas,
mientras que las diferencias dentro de una misma especie, como la encontrada en la
bibliografia del ratén de laboratorio, puede deberse a variables mas sutiles como diferencias

en alojamiento y alimentacion..

El andlisis de las conductas exploratorias en estos individuos juveniles, va de la mano a lo
encontrado en cuanto a las conductas maternales. La presencia de mayor cantidad de olfateos
en los animales de 20 y 30 dias, respecto a los de 60 dias de edad, sugiere que los animales
mas jovenes estuvieron interesados en las crias pero se vieron mucho menos motivados a
interactuar con las mismas, que los individuos adultos. Por otra parte, el gran periodo de
tiempo que estos juveniles permanecieron alejados de las crias, el aumento de inmovilidad y el
menor numero de veces que estos animales se acercaron y volvieron a alejarse, supone que
los individuos de 20 y 30 dias de edad, en general se acercaron menos a las crias y prefirieron
mantenerse separados de ellas. Estos pardmetros conductuales, como la distancia a las crias y
la inmovilidad, nos sugieren que los animales juveniles son mas temerosos, lo que puede
derivar en una inhibicién conductual, que explicaria en parte, el bajo indice de
comportamiento parental observada en individuos de 20 y 30 dias de edad. Por otra parte, si
bien los individuos de 30 dias de edad no mostraron conductas maternales en su plenitud, si se
evidencio una alta actividad exploratoria (trepada, rearings), caracteristicos de esta edad en

otras especies (Numan et al., 2006).

A los 30 dias de edad, en los individuos de nuestro estudio, se comenzaron a evidenciar las
conductas opuestas entre hembras y machos. Las hembras comienzan a mostrarse mas
maternales y los machos mds agresivos, aunque en términos generales los valores encontrados
no presentan grandes diferencias para lo reportado en animales de 20 dias de edad. Si bien,

en este trabajo, la comparacion de la respuesta maternal entre machos y hembras de 30 dias,
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no alcanzé los niveles de significancia (p 0.08), valoramos que las diferencias no son
imperceptibles ya que se evidencia claramente una tendencia de diferenciacion. En las
hembras de 30 dias de edad, a diferencia de los individuos de 20, se constata la presencia de
acarreo, aunque se presenta en bajas frecuencias (20%). Estos resultados coinciden con lo
reportado por Gandelman (1973) pero difiere en relacion al infanticidio, ya que reporta la
presencia de esta conducta en hembras. Mayer, Freeman y Rosenblatt (1979), en sus trabajos
en ratas, reportan que las diferencias entre sexos en individuos de 30 dias de edad aun no son
notorias. En ratones de la pradera, se comienza a evidenciar infanticidio en hembras a la edad
de 30 dias y a diferencia de lo que observamos para C57BL6, las hembras de ratones de la

pradera, disminuyen su respuesta parental hacia los neonatos con la edad.

Por otro lado, el andlisis de las conductas locomotoras y exploratorias en los individuos de 30
dias de edad, mostré valores diferentes a los obtenidos para los individuos de 20 dias. Si bien
podemos decir que a los 30 dias aun se mantienen ciertas caracteristicas de los individuos de
20 dias de edad, ya han alcanzado valores similares a los individuos adultos en cuanto al

despliegue de conductas maternales.

En individuos adultos (60-65 dias de edad) las diferencias entre machos y hembras estan bien
marcadas. La mayoria de los machos de esta edad realizan infanticidio, sin embargo las
hembras, a los 60 dias de edad, mostraron los mayores indices de conductas maternales en
relacién a los individuos de 20 y 30 dias de edad, aunque solamente 2 de 10 hembras fueron
categorizadas como maternales completas. Estos hallazgos no se manifiestan de esta manera
en variados estudios. Calamandrei y Keverne (1994) encuentran altos valores (> 80%) de
individuos maternales; la principal diferencia con nuestro estudio fue la duracién total del test,
la cual alcanzé los 30 minutos. Stolzenberg vy Rissman (2011) en su estudio reciente,
manifiestan que el 100% de los individuos adultos desplegaron conductas maternales,
definiendo como tales, acarreo, lamidos y crouching. La principal diferencia entre ambos
estudios se evidencia mediante la sensibilizacion de 45 minutos con las crias. El periodo de
sensibilizacidon puede hacer que se estén sobreestimando los resultados ya que no se deberia
hablar en ese caso de comportamiento maternal espontaneo, debido a que la expresién del

comportamiento parental en esos casos no es inmediata.

Las hembras adultas del presente trabajo mostraron mayor incidencia de lamidos, crouching y
acarreos en comparacion con individuos de 20 y 30 dias de edad. Si bien hembras de todas las
edades mostraron posturas de crouching, esta conducta no se observé con gran frecuencia en

ninguna edad, lo cual como ya se menciond, coincide con lo reportado por Noirot (1972). Sin
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embargo, estos datos difieren con lo encontrado en trabajos de Gandelman (1973) quien
afirma en su estudio que la mayoria de los individuos realizan este comportamiento. Estas
diferencias encontradas con Gandelman, pueden deberse a diferencias en los procedimientos
experimentales, debido a que en su estudio se realiza una habituacion de los individuos a la
caja por 24 horas previos al comienzo del test y a su vez mantiene a los mismos con las crias
durante 15 minutos antes del comienzo del registro, categorizando como maternales a los
individuos que acarrean y realizan posturas de amamantamiento. Si bien en nuestra cepa no se
evidencio diferencias entre los primeros y segundos 15 minutos, tal vez en la cepa R-S albino
este periodo de tiempo es suficiente para provocar el aumento de conductas maternales. Por
otro lado, en nuestro estudio, ninguna de las hembras realizé infanticidio, lo cual difiere con lo
reportado por otros estudios como Gandelman (1973), quien encontré un 10% de hembras
que realizaron infanticidio. A su vez, otros estudios realizados en las cepas Balb-C por
Calamandrei y Keverne (1994) y CD-1 por Leussis y colaboradores (2008), también reportaron
infanticidio en hembras adultas pero en un porcentaje mayor, 20 y 33 % respectivamente.
Estas grandes diferencias encontradas por Leussis y colaboradores (2008) en relacion al
infanticidio en hembras, puede deberse a la disparidad que se observa en las edades de las
crias sujetas a los test maternales, ya que el mismo, utiliza crias de hasta 11 dias de edad, lo
cual tal vez favorezca el comportamiento infanticida. Por otro lado, las diferencias entre los
individuos de las distintas cepas en cuanto al comportamiento infanticida, también puede
deberse a caracteristicas ontogenéticas particulares de cada cepa; tal vez las hembras de la
cepa C57BL6 sean genéticamente menos agresivas, que por ejemplo las hembras de las cepas
CD-1 y Balb-C. Otro factor que podria explicar la ausencia de hembras infanticidas en nuestro
estudio, es el periodo de habituacién a la caja. Leussis y colaboradores (2008) en su trabajo,
mantienen a los individuos por 24 horas en la caja antes del comienzo del test, lo cual podria
favorecer conductas agresivas ya que la hembra al encontrarse dentro de su propio ambiente,
ataca con el objetivo de defender su territorio. A diferencia de Leussis, en nuestro estudio, los
individuos fueron habituados a la caja por 45 minutos, tiempo en el cual la hembra aun puede
percibir ese ambiente como nuevo, y por tanto podria explicar la falta de desarrollo del

comportamiento agresivo.

En cuanto a las conductas exploratorias, la disminucidn en duracién de la conducta de olfateo
se correlaciona con el aumento en las conductas maternales, ya que el incremento en los
niveles de lamidos en relacién al grupo de 60 dias, podria estar vinculado con la disminucion
en olfateos. Asi las hembras de 60 dias de edad permanecerian menos tiempo olfateando y

mas tiempo lamiendo a las crias. A su vez, se observd que si bien la frecuencia con la que la
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hembra se alejaba de la cria fue mayor en las hembras de 60, el tiempo total que
permanecieron alejadas de las mismas fue significativamente menor, asi el aumento en

conductas maternales derivd en un descenso de las conductas que las alejaban de las crias.

En machos sin embargo, mas del 50% de los individuos adultos mostraron conductas
infanticidas. Estos datos se asemejan con lo reportado por Gandelman & Vom Saal, 1995,
donde reportan infanticidio en machos adultos en aproximadamente un 40%. El mayor indice
de infanticidio en machos puede deberse a la presencia de testosterona, la cual induce
comportamientos agresivos. Si bien la mayoria de los machos de 60-65 dias de edad atacaron a
las crias, se observé en estos individuos un alto porcentaje de lamidos hacia las mismas. Esto
nos puede estar indicando que el lamido no seria solamente un componente asociado al
comportamiento maternal, sino que podria también asociarse con el infanticidio. Asi los
machos podrian haber estado lamiendo a las crias no por sentirse atraidos parentalmente

hacia ellas, sino como una instancia previa al ataque.

Se conoce que el tamafio de la caja experimental afecta el despliegue de conductas
maternales, asi cajas chicas favorecen estos comportamientos pero podrian no favorecer el
acarreo (Noirot, 1972). El tamafio de nuestras cajas de experimentacién fueron de 267 x 207 x
140 cm, por lo cual esta podria ser una posibilidad de que en nuestro trabajo sélo el 20 % de
las hembras de 30 y el 30% de las hembras de 60 mostraran esta conducta. Sin embargo, los
bajos niveles de crouching nos sugiere, que fue la baja motivacidn maternal la causante de la

falta de acarreo.

En general, estudios previos a este trabajo, tanto en CB57BL6 o en distintas cepas, muestran
una mayor incidencia de individuos parentales (Calamandrei & Keverne, 1994; Gandelman &
Vom Saal, 1995; Leussis et al., 2008; Stolzenberg & Rissman, 2011), lo cual tal vez podria
atribuirse a la sensibilizacién con las crias o a la definiciéon de parentalidad que bdsicamente
incluye sélo acarreo en la mayoria de los estudios (Gandelman, 1973; Gandelman & Vom Saal,
1995). Una continua exposicion a las crias da lugar al despliegue de conductas maternales en
animales virgenes. En ratones se desconocen las condiciones y el tiempo necesario para
estimular el comportamiento maternal a plenitud en al menos 50 o 60% de las hembras. Pero
confirmamos que este comportamiento no es espontaneo ya que requiere de sensibilizacidn,
al menos de unas horas. Por lo tanto, afirmamos que los ratones de la cepa C57BL6 no son
espontdneamente parentales ya que no se observa la inmediata expresion del
comportamiento parental cuando son expuestos por primera vez a crias, en contextos no

reproductivos.
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Muchos trabajos no definen o no dejan en claro, cuales son las variables comportamentales
gue se consideran para categorizar a los animales como maternales y no maternales y no
incluyen informacién sobre el porcentaje de individuos no maternales en sus estudios, lo cual
es particularmente inusual, considerando que es dificil encontrar 100% de ratones parentales,
incluso entre los ratones parturientos (Gandelman, 1972; Gandelman, 1973; Gandelman &
Vom Saal, 1995; Calamandrei & Keverne, 1994; Leussis et al., 2008; Stolzenberg & Rissman,
2011). Por tanto en general, las inconsistencias en lo reportado en la literatura, se puede
atribuir a las diferencias genéticas dadas por las distintas cepas o especies, y principalmente a
la disparidad encontrada en relacién a los procedimientos experimentales y a la variabilidad

que existe en el momento de definir comportamiento parental espontaneo (Tabla 2).

De este trabajo por tanto se desprende que el desarrollo del comportamiento parental en
ratones difiere a lo reportado para ratas en otros estudios, en los cuales que se ha observado
gue las ratas jovenes de 20-22 dias de edad muestran respuesta parental mas rdpido que sus
coespecificos adultos (Mayer & Rosenblatt, 1979; Mayer et al., 1979). A su vez los resultados
de nuestro trabajo también difieren del comportamiento reportado en ratones de la pradera,
ya que estos muestran comportamiento maternal completo cuando recién son expuestos a
neonatos (Olazabal & Young, 2006b). También difieren en que los machos adultos responden
parentalmente con mayor frecuencia que las hembras (Olazdbal & Young, 2006b). Esto se
evidencia claramente cuando se comparan resultados obtenidos en trabajos con ratones de la
pradera y nuestra cepa de estudio, donde se observa una diferencia muy importante en la
intensidad y frecuencia del comportamiento parental respecto a los ratones de la cepa

C57BL6.

En resumen, este trabajo evidencia que la expresion del comportamiento parental espontdneo
en el ratén de laboratorio, difiere a la descrita en ratones de la pradera, debido a la baja
respuesta parental que mostré la cepa C57BL6. A su vez vemos que el desarrollo del
comportamiento parental difiere a lo encontrado tanto para ratas como para ratones de la
pradera (Olazdbal & Young, 2006; Mayer et al.,, 1979; Mayer & Rosenblatt, 1979) ya que
individuos de 20 dias de edad tienden a ignorar a las crias, comenzando a desarrollarse
atraccidon en hembras y aversidon en machos a partir de los 30 dias de edad, mostrando mayor

magnitud hacia los 60 dias.
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ANEXO

Efecto del ciclo luz/oscuridad sobre el comportamiento maternal

El despliegue de conductas maternales, tanto en machos como en hembras, no se vio alterado
por las condiciones de ausencia o presencia de luz (p = 0.90) (Tabla 7). Tampoco se
encontraron diferencias en estos patrones cuando se analizaron hembras (p = 0.32) y machos

(p =0.37) por separado.

Tabla 7. Efecto del dia y la noche sobre el comportamiento maternal.

MC Ml N A Total
Luz 1 9 44 13 67
Oscuridad 2 8 42 15 67

MC: Maternal Completo, MI: Maternal Incompleto, N: No maternal,
A: Ataque a las crias. Prueba de X2

Efectos de la exposicion repetida a las crias

No se encontraron diferencias significativas en el comportamiento desplegado por machos o
hembras durante la primera y la segunda exposicidon a las crias, encontrando proporciones
similares de individuos maternales, no maternales e infanticidas tanto en la primera como en

la segunda exposicion (p = 0.49) (Tabla).

Tabla 8. Efecto de la repeticién de la exposicion a las crias sobre el
comportamiento maternal.

MC Ml N A Total
Primera 2 6 43 16 67
Segunda 1 11 43 12 67

MC: Maternal completo, MI: Maternal Incompleto, N: No maternal,
A: Ataque a las crias. Primera: Primera exposicién a las crias.
Segunda: Segunda exposicidn a crias. Prueba de X?
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