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Resumen

Las bases neurales y enddcrinas del comportamiento maternal han sido ampliamente
estudiadas, sin embargo ain queda mucho por conocer; en particular, acerca de cuales
son los mecanismos que subyacen a las adaptaciones comportamentales exhibidas por
las madres en diferentes contextos ambientales, sociales y temporales. El
comportamiento maternal en la rata es flexible, permitiendo a las madres adaptar sus
respuestas a las caracteristicas de las crias, a sus propias necesidades internas y al
contexto. En este sentido, el area predptica media (APOm) es un area de integracion
hormonal y sensorial, clave en la orquestacion de las respuestas maternales y podria
jugar un papel importante en el control de estas adaptaciones. Siguiendo esta linea de
pensamiento resulta interesante profundizar en los fendémenos de neuro plasticidad que
ocurren durante la maternidad, particularmente en esta area. Esta tesis busca contribuir
al conocimiento de las bases enddcrinas y neurobioldgicas del comportamiento maternal
y de su flexibilidad y dindmica durante el periodo posparto asi como aportar a la
caracterizacion de los cambios estructurales del sistema nervioso y los mecanismos
subyacentes. Con este fin, el trabajo experimental realizado se basa principalmente en
dos modelos: 1) Ratas madres a lo largo de la gestacion y periodo posparto y 2) Ratas
madres que crian a camadas superpuestas, y fue llevado a cabo siguiendo dos grandes
estrategias experimentales: 1) Analisis comportamental luego de a) manipular el perfil
enddcrino y de experiencia maternal previa y b) inactivacion selectiva y transitoria del
APOm y 2) Caracterizacion histologica de los cambios en la organizacion de la matriz
extracelular en forma de redes peri neuronales (PNN) como indicador de cambios en la

plasticidad estructural del APOm.
Las principales conclusiones obtenidas en esta tesis son:

. Para las madres que crian a camadas superpuestas, tanto las crias neonatas como las
juveniles tienen valor de incentivo. Ademas, el valor de incentivo, 0 motivacional de las
crias en este contexto no depende Unicamente de las caracteristicas de las crias, sino que

también del estado enddcrino de la hembra y la experiencia maternal previa.

. En este sentido, tanto los factores enddcrinos como la experiencia maternal previa son
necesarios para la adaptacion comportamental exhibida por las madres que crian en

camadas superpuestas. Sin embargo, la exposicion hormonal asociada con la segunda



gestacion y el parto es esencial para una expresion adecuada del comportamiento y la

motivacion maternales.

. Para las madres con camadas superpuestas, la integridad funcional del APOm es
necesaria para la ejecucion del comportamiento maternal hacia las crias neonatas y para
la asignacion de un mayor valor de incentivo de las mismas respecto a las crias

juveniles.

. EI APOm presenta PNN no descritas hasta la fecha, con un alto grado de organizacion
en hembras gestantes y lactantes. Esta alta organizacion es maxima previo al parto,
luego del cual comienza una desorganizacién estructural hacia el periodo de destete,

denotando una fuerte dependencia de las mismas del perfil hormonal de la gestacion.

. Al igual que en la expresion comportamental y motivacional en las madres con
camadas superpuestas, si bien los factores endocrinos y la experiencia maternal reciente
modulan la organizacién de las PNN, sin embargo la exposicion hormonal de la

gestacion reciente es un factor crucial para la misma.

. La adaptacion comportamental de las madres en un contexto de crianza desafiante, asi
como la re estructuracion de areas clave en el control de la maternidad, dependen de la
interaccion compleja de factores enddcrinos, la experiencia maternal y las
caracteristicas de las crias. Sin embargo los cambios enddcrinos asociados a la gestacion
resultan cruciales para la adecuacién maternal ante una composicién familiar méas

compleja.



Introduccion y antecedentes

Comportamiento y motivacion maternal

La parentalidad es una de las experiencias naturales mas dramaticas experimentada por
los mamiferos. Si bien en este grupo hay especies en que los padres exhiben cuidados
parentales, en su gran mayoria quienes cuidan principalmente a las crias son sus madres,
por lo que la transicién a la maternidad ha motivado la mayoria de las investigaciones
en esta area. Los cambios neuroenddcrinos que ocurren durante la gestacion, el parto y
el posparto, junto a la experiencia adquirida durante la interaccion con las crias desde el
primer contacto, modifican el sistema nervioso. Como resultado, las hembras muestran
altos niveles de respuesta maternal junto a cambios en la motivacion, cognicidn, estado

de &nimo y respuesta al estrés.

El establecimiento del vinculo entre la madre y sus crias es clave para la supervivencia
de las mismas, pero ademas es muy reforzador y placentero para la madre. La calidad de
los cuidados recibidos es fundamental para el desarrollo de las crias y determina no solo
su supervivencia, sino cdmo serdn esas crias en su adultez, sus caracteristicas
emocionales y sus caracteristicas como madres en el caso de las hembras (F.
Champagne, Francis, Mar, & Meaney, 2003; A. S. Fleming et al., 2002; Francis, Diorio,
Liu, & Meaney, 1999; Gonzalez, Lovic, Ward, Wainwright, & Fleming, 2001; V.
Lovic, Gonzalez, & Fleming, 2001).

Las respuestas 0 comportamientos exhibidos por una hembra que promueven y
sostienen el crecimiento y el desarrollo de su descendencia, constituyen un conjunto de
respuestas denominadas comportamiento maternal. La capacidad de responder
maternalmente estd presente desde la pubertad hasta la adultez, sin embargo, la
intensidad e incidencia de estas respuestas maternales se acentlan en el periparto
(Bridges, 2015). Llegado este momento, la madre muestra un gran interés por las crias
asi como por el liquido amniotico junto a una mayor motivacion para responder
positivamente a los neonatos (A. Fleming, Cheung, Myhal, & Kessler, 1989; Grota &
Eik-Nes, 1967; Kristal, DiPirro, & Thompson, 2012; Magnusson & Fleming, 1995).

Estos cuidados suponen un repertorio de conductas integradas dirigidas a la

alimentacion, estimulacion y proteccion de la progenie. Incluyen actividades de



contacto directo (amamantamiento, lamidos, acarreos) y actividades de cuidado
indirecto (construccion del nido, agresion a intrusos, incremento de la ingesta) (J.
Rosenblatt, 1969). Para que esto ocurra, en el periparto las hembras experimentan
cambios afectivos con respecto a las crias que pasan de ser estimulos aversivos a
estimulos atractivos y fuertes reforzadores® positivos que promueven comportamientos
de busqueda y aproximacion por parte de las madres (A. Fleming, et al., 1989; A.
Fleming, Ruble, Flett, & Shaul, 1988; C.H Kinsley & Bridges, 1990; J. Rosenblatt,
1975).

La respuesta maternal hacia las crias es modulada por el contexto (M Pereira & Ferreira,
2015). En este sentido, las caracteristicas del comportamiento maternal dependen de los
estimulos en el entorno inmediato al nido e implican respuestas motoras que son
reguladas por alteraciones en su estado motivacional, las interacciones entre los factores
bioldgicos que lo subyacen y la experiencia (D Agrati, Ferndndez-Guasti, & Ferreira,
2008; D Agrati, Fernandez-Guasti, Ferrefio, & Ferreira, 2011).

El comportamiento maternal es altamente motivado® y las crias poseen un gran valor de
incentivo® para las nuevas madres (A. Fleming, Korsmit, & Deller, 1994). En este
sentido, las sefiales provenientes de las crias adquieren propiedades reforzadoras y esto
ha sido evidenciado en numerosos modelos motivacionales. Las ratas lactantes
desarrollan preferencia por un ambiente asociado a crias sobre uno neutro, mientras que
las virgenes no-maternales no (A. Fleming, et al., 1994; Wansaw, Pereira, & Morrell,
2008) y prefieren un ambiente asociado a crias que a cocaina (B. Mattson & Morrell,
2005; B. J. Mattson, Williams, Rosenblatt, & Morrell, 2001). A su vez, en modelos de

condicionamiento operante las madres aprenden a apretar una palanca para tener acceso

' El término reforzador refiere a que la interaccidon con estos estimulos incrementa la

probabilidad de ocurrencia de subsiguientes comportamientos (Salamone & Correa, 2002;
Wise, 2004).

? Se entiende por motivacién maternal a la inversién de tiempo y energia para aproximarse e
interactuar con las crias. Se pone en evidencia no solo a través de los cuidados directos de las
crias, sino a través del uso de estrategias flexibles para acceder a las mismas. A su vez, el
estado motivacional de los individuos se refleja en respuestas endécrinas y auténomas que
dan cuenta de los mismos (A Ferreira, 2008; Smotherman, 2004).

* El valor de incentivo de un estimulo se asocia al concepto de motivacién y es entendido como
la propiedad de un estimulo de promover la aproximacién e interaccion o el alejamiento del
mismo (Berridge, 2004; Bindra, 1972).
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a las crias (Lee, Clancy, & Fleming, 2000). Este comportamiento es insaciable, ya que
si se siguen proporcionando crias las madres pueden apretar la palanca para obtenerlas
durante horas(Wilsoncroft, 1969). Ademas, durante el estro posparto en el que las
madres también se encuentran sexualmente motivadas, en una prueba de preferencia por
crias o un macho sexualmente activo, las madres prefieren a las crias sobre el macho y
realizan esfuerzo por obtenerlas (D. Agrati et al., 2016; Ferrefio, Uriarte, Zuluaga,
Ferreira, & Agrati, 2018).

Las caracteristicas del comportamiento maternal y la motivacion maternal son
moduladas tanto por el perfil endécrino del periparto, como por la experiencia maternal
previa. En este sentido, el comportamiento maternal exhibido por hembras
sensibilizadas® que no experimentaron los cambios enddcrinos de la gestacion tardia y
el parto, es deficiente en comparacion con el exhibido por hembras lactantes (A.
Fleming & J. Rosenblatt, 1974; J. Lonstein, Wagner, & De Vries, 1999; M Pereira &
Ferreira, 2006), al igual que son deficientes en su motivacion maternal. Las hembras
sensibilizadas muestran una menor preferencia por un ambiente previamente asociado a
crias (A. Fleming, et al., 1994) y aprietan menos veces una palanca para tener acceso a
ellas (Lee, et al., 2000) que las hembras lactantes. Ademas las hembras sensibilizadas
sexualmente activas cuidan de las crias en la caja nido, pero prefieren al macho méas que
a las crias en una prueba de preferencia (D Agrati, Fernandez-Guasti, et al., 2008). Por
otro lado, hembras virgenes con tratamiento que simula la gestacion tardia y el parto
(Bridges, 1984; Orpen, Furman, Wong, & Fleming, 1987) asi como la administracion de
estradiol en el APOm (érea clave en el circuito maternal, ver abajo) (S. Fahrbach & D.
Pfaff, 1986; M Numan, Rosenblatt, & Komisaruk, 1977) facilitan la induccion y

mejoran la expresion del comportamiento maternal de hembras sensibilizadas.

Por otro lado, la experiencia maternal previa, es decir la asociada a partos previos
aumenta el valor de incentivo de las crias (D Agrati, Fernandez-Guasti, et al., 2008; D.
Agrati, et al., 2016) y facilita la expresion y mejora la calidad de la respuesta maternal
de las ratas en posteriores experiencias maternales (D Agrati, Fernandez-Guasti, et al.,
2008; Bridges, 1975; Bridges et al., 1997; A. Fleming & Sarker, 1990; Lee, et al., 2000;

* El proceso de sensibilizacién maternal consiste en inducir comportamiento maternal en
animales que no atravesaron los cambios endécrinos de la gestacion y el parto a través de la
exposicién continua a crias. Este modelo es muy util para evaluar varios aspectos de la
maternidad de forma relativamente independiente del perfil hormonal que la caracteriza
(Bridges, Zarrow, Gandelman, & Denenberg, 1972; A. Fleming & J. Rosenblatt, 1974).
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Orpen, et al., 1987). La dependencia de la estimulacion hormonal se reduce con la
experiencia maternal; el comportamiento maternal de las ratas multiparas es menos
dependiente de la regulacion hormonal que las hembras que son madres por primera vez
(Anderson, Grattan, van der Ancker, & Bridges, 2006; Moltz, Levin, & Leon, 1969;
Moltz & Wiener, 1966). Esto sugiere la existencia de una interaccion entre el perfil

endocrino de la gestion y el parto y la experiencia maternal previa.
Flexibilidad comportamental durante el periodo posparto

Clasicamente, el comportamiento maternal de la rata se consideraba una conducta
estereotipada que declina a lo largo del posparto, principalmente por la disminucion en
la estimulacion sensorial de las crias, que a medida que crecen, ganan independencia
nutricional y fisiologica (Grota & Ader, 1969; Reisbick, Rosenblatt, & Mayer, 1975; J.
Rosenblatt, 1969). Sin embargo, recientemente la comunidad cientifica comenz6 a
prestar atencion a la complejidad de este comportamiento y su modulacion no
Unicamente por la estimulacién sensorial de las crias, sino ademdas por procesos
motivacionales, afectivos y cognitivos (C. Kinsley et al., 2006; B. Leuner, Fredericks,
Nealer, & Albin-Brooks, 2014; J. Lonstein, 2007; J. S. Lonstein, 2005; V Lovic &
Fleming, 2004; J. L. Pawluski, Walker, & Galea, 2006; M Pereira & Ferreira, 2006,
2015).

Evidencia reciente indica que el comportamiento maternal es flexible y se adapta a las
necesidades y caracteristicas cambiantes de las crias y del ambiente, asi como al estado
neuroendocrino de la madre durante el transcurso del posparto (Grieb, Holschbach, &
Lonstein, 2018; Wansaw, et al., 2008). La versatilidad exhibida por las madres se pone
en evidencia en situaciones aun mas complejas y en relacion a otros estimulos
bioldgicamente relevantes. Asi, son capaces de co-expresar el comportamiento maternal
y sexual durante el estro posparto (D Agrati, Fernandez-Guasti, et al., 2008; D Agrati, et
al.,, 2011) y el balance en esta co-expresion a su vez depende de la experiencia
reproductiva y de la interaccion con las crias (D Agrati, Fernandez-Guasti, et al., 2008;
D. Agrati, et al., 2016).

Dinamica temporal del comportamiento maternal

La expresion del comportamiento maternal es maxima luego el parto y cambia a medida

que trascurre el posparto. A medida que la lactancia progresa y las crias crecen, las
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madres disminuyen el tiempo de contacto con la camada, asi como la duracién y la
frecuencia de amamantamiento, lamidos y acarreos, llegando a niveles minimos en el
periodo proximo al destete (Grota & Ader, 1969; M Pereira, Seip, & Morrell, 2008;
Reisbick, et al., 1975). Estos cambios en la respuesta maternal a lo largo del posparto,
pueden asociarse a cambios de la motivacion maternal subyacente. En este sentido,
utilizando modelos especificos para evaluar motivacion como la prueba de
condicionamiento a lugar, se observa que mientras que en el posparto temprano las
madres prefieren un ambiente asociado a crias frente a uno neutro (A. Fleming, et al.,
1994; Wansaw, et al., 2008), en el posparto tardio no muestran preferencia entre ambos
compartimientos cuando tienen la posibilidad de elegir por un compartimiento asociado

a neonatos o juveniles en la misma prueba(Wansaw, et al., 2008).

Estos cambios se interpretan frecuentemente como un proceso pasivo durante el cual la
motivacién y el comportamiento maternal “declinan” hasta niveles minimos,
determinando el destete de los juveniles. Otra posible explicacion para este fenémeno es
que los cambios observados en la intensidad del comportamiento maternal no
corresponden a una “extincion” a lo largo del tiempo, sino a un ajuste de este
comportamiento a las necesidades de las crias a medida que éstas crecen y ganan
independencia (M Pereira & Morrell, 2009). Ademas, tanto la naturaleza cambiante de
las crias, como el momento en el posparto de la madre se acompasan; asi a medida que
las crias se desarrollan, presumiblemente impactan de manera diferente en el estado
fisiolégico y endocrino de las madres conforme avanza el posparto (Wansaw, et al.,
2008). En este sentido, estudios recientes indican que durante el posparto tardio, los
niveles de comportamiento maternal hacia neonatos son inferiores que los exhibidos
hacia los mismos durante el posparto temprano (Grieb, et al., 2018), evidenciando la

interaccidn entre el estado del posparto de las madres y el desarrollo de las crias.
Flexibilidad comportamental durante la superposicion de camadas.

Otra situacion en la cual se evidencia la plasticidad en el repertorio maternal es en el
contexto reproductivo de madres que crian a sucesivas camadas superpuestas. Las ratas
hembras son capaces de quedar prefiadas en el estro posparto y gestar a una camada,
mientras crian a la otra (Gilbert, Burgoon, Sullivan, & Adler, 1983; Gilbert, Pelchat, &
Adler, 1980). Finalmente, al nacimiento de su segunda camada, la madre criard a dos

camadas de diferentes edades (las provenientes de su primer parto y los recién nacidos)
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con diferentes necesidades y demandas. Notablemente las hembras son capaces de
responder adecuadamente a estas diferentes necesidades de las crias neonatas y
juveniles que difieren en edad, caracteristicas sensoriales, demandas fisioldgicas y
capacidades comportamentales (presencia o no de pelo, movilidad, capacidad de
termorregulacion y excrecion de deshechos), por lo que las madres deben modificar su
comportamiento para adecuarse a las distintas necesidades de las mismas (N Uriarte,
Ferreira, Rosa, & Lucion, 2009; N Uriarte, Ferreira, Rosa, Sebben, & Lucion, 2008).
Las ratas con camadas superpuestas logran esta adaptacion, cuidando en forma diferente
a crias neonatas y crias juveniles, dirigiendo mayores cuidados a los individuos
neonatos pero permitiendo el contacto con los juveniles (Uriarte et al., 2008).
Podriamos pensar que esta mayor atencién a los neonatos no se debe a una pérdida de
interés en los juveniles, si no que el valor de incentivo de los neonatos relativo al de los
juveniles es mayor debido a sus mayores demandas, lo que conduce a direccionar

mayores cuidados a las mismas.

De forma interesante, en este modelo de camadas superpuestas las hembras tienen el
perfil hormonal del posparto temprano como resultado de su segundo parto, sin
embargo se encuentran criando y lactando a su primera camada en posparto tardio. ;Qué
factores median la adaptacion comportamental de estas madres con camadas
superpuestas? Podriamos sugerir que, en el caso de las camadas superpuestas los
cambios endocrinos de la gestacion tardia y del parto son necesarios para re-sensibilizar
a las madres a estimulos de los neonatos y permitir una adaptacion comportamental
hacia ambos tipos de crias. Por otro lado, como se indic6 anteriormente la experiencia
maternal previa es otro factor que afecta la motivacién y el comportamiento maternal (D
Agrati, Fernandez-Guasti, et al., 2008; Bridges, 1975; Bridges, et al., 1997; A. Fleming
& Sarker, 1990; Lee, et al., 2000; Orpen, et al., 1987). Resulta interesante elucidar como
interactian los factores hormonales de la gestacion tardia y el parto junto a la
experiencia maternal previa para dar como resultado esta adaptacion comportamental en
las madres con camadas superpuestas. En linea con esto, seria interesante también
observar si esta adaptacion comportamental se manifiesta en la motivacién maternal

hacia ambos tipos de crias.
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Bases neurales y enddcrinas del comportamiento maternal

La exhibicion inmediata de conductas maternales, asi como el cambio de valor afectivo
y de incentivo de las crias, depende en gran medida de los cambios enddcrinos de la
gestacion y el parto, principalmente de las hormonas ovaricas estrogenos Yy
progestagenos (Mayer, Ahdieh, & Rosenblatt, 1990; J. Rosenblatt, 1969; J. S.
Rosenblatt, Mayer, & Giordano, 1988).

En la rata, desde el inicio de la gestacion los niveles de estrdgenos son relativamente
bajos desde la inseminacidn hasta el dia 16 de gestacion aproximadamente, después de
lo cual se produce un aumento gradual hasta el parto. Poco después del parto, hay un
breve aumento adicional durante el estro postparto (que conduce a la receptividad
sexual ~9 h mas tarde) y se mantienen bajos durante toda la lactancia (Bridges, 1990;
Bridges, 2015). Los progestagenos aumentan gradualmente durante las dos primeras
semanas de prefiez, alcanza su punto maximo en la tercera semana de gestacién y luego
decae abruptamente previo al parto. Un alto nivel sostenido de progesterona es una de
las caracteristicas mas notables del entorno endocrino de la gestacién. Luego del parto,
los progestagenos se elevan brevemente durante el estro posparto y se mantienen bajos
durante los primeros 3 a 5 dias, luego de lo cual comienzan a aumentar nuevamente y se
mantienen elevados durante la segunda y tercer semana (Grota & Eik-Nes, 1967;
Hansen, Sodersten, & Eneroth, 1983; Pepe & Rothchild, 1974) (Fig. 1). Junto a estos
esteroides gonadales, también se presentan cambios en hormonas peptidicas incluyendo
prolactina, vasopresina y oxitocina. Los niveles de prolactina son altos en la gestacion
temprana y vuelven a elevarse previo al parto, para inmediatamente al parto volver a
aumentar y mantenerse elevado con la estimulacion de la succion durante el
amamantamiento (Grattan, 2001). De forma similar los neuropéptidos hipotaldamicos
vasopresina y oxitocina se mantienen altos durante la lactancia (Bosch & Neumann,
2012). Estas fluctuaciones hormonales permiten la progresion de la gestacion, preparan
a la madre para responder maternalmente a sus crias luego del parto y sostienen la
lactancia luego del mismo (Bridges, 2015; Grattan, 2001; Grota & Eik-Nes, 1967,
Hansen, et al., 1983).

Estos cambios enddcrinos promueven el comportamiento maternal a través de actuar en

areas especificas del SNC (Bridges, 2015). En este sentido, varias areas del cerebro son
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claves para la expresion del comportamiento maternal, en particular el area predptica

media (APOm) (para una extensa revision ver (Dulac, O’Connell, & Wu, 2014)
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Figura 1. Representacion esquematica de los niveles circulantes en plasma de estradiol,
progesterona y prolactina durante la gestacién en ratas (tomado de (J Lonstein, Pereira, Morrell,
& Marler, 2014) (A). En B, representacion de los niveles de progesterona en plasma durante la
lactancia en ratas (tomado de (Tomogane, Ota, & Yokoyama, 1969).

Se ha propuesto que esta area es un sitio fundamental a través de la cual las hormonas
estimulan el inicio del comportamiento maternal asi como un area integradora del
comportamiento maternal en curso (Bridges, et al., 1997; S. Fahrbach & D. Pfaff, 1986;
Matthews-Felton, Corodimas, Rosenblatt, & Morrell, 1995; M Numan, 1974; M.
Numan, 1994; M. Numan & Numan, 1997). En ella converge informacion relacionada a
las crias desde mudltiples modalidades sensoriales (A. Fleming et al., 1993; A. S.
Fleming & J. S. Rosenblatt, 1974; Magnusson & Fleming, 1995; M Numan, 2006; M.
Numan & Numan, 1995; R. Simerly & Swanson, 1988). A su vez esta area estimula al
sistema dopaminérgico mesolimbico para modular la respuesta maternal motivacional
(M. Numan, 2012; Michael Numan et al., 2005; M Numan & Stolzenberg, 2009; D
Stolzenberg & Numan, 2011). En suma, actla como un centro de integracion primaria,

orquestando la respuesta maternal.

Lesiones en el APOm incluyendo tanto eléctricas como excitotoxicas (Lee, et al., 2000;
M Numan, 1974, M. Numan, Corodimas, Numan, Factor, & Piers, 1988),
desaferenciacion (M. Numan & Callahan, 1980; J Terkel, Bridges, & Sawyer, 1979),
inactivacion quimica (Arrati, Carmona, Dominguez, Beyer, & Rosenblatt, 2006; M

Pereira & Morrell, 2009) y la remocidn genética de células especificas dentro de esta
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area (Wu, Autry, Bergan, Watabe-Uchida, & Dulac, 2014) afectan tanto en la expresion

como en el mantenimiento del comportamiento maternal.

Esta estructura para-hipotalamica heterogénea que contiene células que expresan varios
neurotransmisores (GABA, dopamina, glutamato) y neuropéptidos (R. B. Simerly,
Gorski, & Swanson, 1986), asi como diversos receptores, particularmente receptores de
estrogenos (Fang, Yamaguchi, Song, Tritsch, & Lin, 2018; Rainbow, Parsons,
MacLusky, & McEwen, 1982). La administracion de estrdgenos en esta area, facilita la
expresion del comportamiento maternal (S. E. Fahrbach & D. W. Pfaff, 1986; M
Numan, et al., 1977). Se ha propuesto que este efecto facilitador se debe a que la
estimulacion hormonal permite a las neuronas de esta area responder a las sefiales de las
crias con conductas maternales (S. Fahrbach & D. Pfaff, 1986; M Numan &
Stolzenberg, 2009).

La integracion hormonal y sensorial que ocurre en el APOm se traduce en una respuesta
través de sus proyecciones eferentes al &area tegmental ventral (ATV), con la
consecuente liberacion de dopamina (DA) en el ndcleo accumbens (NAcc) (esta via
constituye el sistema dopaminérgico mesolimbico®) y también directamente al NAcc (M
Numan et al., 2005b; M Numan et al., 2005a). EI NAcc también recibe aferencias
corticales desde la corteza pre-frontal (CPF) y limbicas desde la amigdala e hipocampo
(Olazébal et al., 2013a). La principal salida del NAcc es hacia el palido ventral (VP) que

es quién habilita la respuesta motora (Fig. 2).

En este sentido, lesiones en estas areas afectan severamente la expresién de los
componentes activos del comportamiento maternal (Li & Fleming, 2003; Michael
Numan, et al., 2005; M. Numan & Smith, 1984; M Numan, Stolzenberg, Dellevignee,
Correnti, & Numan, 2009);(Jacobson, Terkel, Gorski, & Sawyer, 1980; J Terkel, et al.,
1979).

> El sistema dopaminérgico mesolimbico se ha propuesto como un sistema general de
motivacion que subyace a varias motivaciones primarias como la sexual, alimentaria y
maternal (Salamone & Correa, 2002).
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Figura 2. Modelo neural parcial que muestra como el APOm recibe la estimulacion hormonal y
sensorial de las crias e influencia los componentes proactivos del comportamiento maternal a
través de interactuar con el sistema dopaminérgico mesolimbico. EI APOm activa al area
tegmental ventral (ATV) que a su vez envia proyecciones dopaminérgicas al NAcc deprimiendo
su actividad. La depresion de la capacidad de respuesta de NAcc libera al PV de la inhibicion
GABAérgica derivada del NA, permitiendo al PV dar la respuesta maternal. Se propone que un
PV completamente activo es necesario para la ocurrencia de respuestas proactivas voluntarias de
la madre. Las lineas que finalizan en flecha indican excitacion y las que finalizan en una barra
indican inhibicién. E, estradiol; OT, oxitocina; Pr, prolactina. Modificado de (M Numan &
Stolzenberg, 2009).

Se ha propuesto que en hembras primiparas las hormonas de la gestacion inicialmente
activan circuitos criticos para la expresion del comportamiento maternal al actuar
directamente sobre el APOm vy sus eferencias, incluyendo al sistema dopaminérgico
mesolimbico (B Leuner & Gould, 2010; Matthews-Felton, et al., 1995; M. Numan,
1994), e indirectamente al estimular el aumento de receptores de oxitocina (OT) en el
ATV y APOm (Pedersen, Caldwell, Walker, Ayers, & Mason, 1994). Sin embargo, es
aceptado en la literatura que la influencia hormonal es transitoria. Una vez que el
comportamiento maternal se establece, el mantenimiento del mismo ya no dependeria
de las hormonas, sino principalmente de la interaccion con las crias (M Numan & Insel,
2003; J. Rosenblatt, 1975; J. Terkel & Rosenblatt, 1971). Se ha propuesto que este
cambio en el control del comportamiento maternal a lo largo del posparto se debe, en
parte, a modificaciones funcionales en el APOm que se adapta a lo largo del posparto a
los cambios enddcrinos internos y a los cambios del estimulo externo, las crias
(Benedetto, Pereira, Ferreira, & Torterolo, 2014; Olazébal et al., 2013b; M Pereira &

Morrell, 2009; Wansaw, et al., 2008).
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Muchos de los cambios a nivel del SNC que ocurren durante la maternidad, afectan la
motivacion y el comportamiento maternal en subsiguientes experiencias reproductivas.
Asi, la experiencia reproductiva previa reduce la latencia de sensibilizacion en hembras
no-parturientas, mejora el comportamiento maternal de hembras sensibilizadas ciclantes
y gestantes (A. Fleming & Sarker, 1990; Orpen, et al., 1987)y aumenta el valor de
incentivo de las crias para madres en un segundo parto (D Agrati, Fernandez-Guasti, et
al., 2008). Este incremento de la motivacion maternal y el fortalecimiento de la
expresion del comportamiento maternal se ha asociado a cambios en los circuitos
neuronales subyacentes (Bridges, 2016).Por ejemplo, las hembras lactantes que tuvieron
al menos una experiencia maternal previa, son menos vulnerables que las hembras
primiparas a los efectos disruptivos sobre el comportamiento maternal de lesiones en el
bulbo olfatorio (Schwartz & Rowe, 1976) o en el APOm (Lee, et al., 2000; Perrin,
Meurisse, & Lévy, 2007).

Esta evidencia ha conducido a proponer que la experiencia maternal y reproductiva
reorganiza el circuito maternal generando cambios funcionales dentro del mismo.
Especificamente, se ha demostrado en hembras primiparas que el rol del APOm cambia
a lo largo del posparto, de un papel facilitador necesario para el inicio y la expresion de
la conducta maternal en el posparto temprano, a un papel inhibidor durante el posparto
tardio permitiendo que el comportamiento de la madre esté en sintonia con las
necesidades en desarrollo de las crias (M Pereira & Morrell, 2009).Sin embargo,
desconocemos el rol de esta area clave en la adaptacion y flexibilidad comportamental
de las madres con crias de diferentes edades que poseen diferentes demandas
fisiologicas. También la CPFm adecta su funcionamiento a lo largo del posparto.
Mientras que durante el posparto temprano estd implicada principalmente la CPFm
infralimbica, hacia el posparto tardio cobra relevancia la subregion prelimbica (M
Pereira & J Morrell, 2011). Estas transiciones neurales probablemente dependan de
procesos de neuroplasticidad® en estructuras corticales como estriado-limbicas que

cambian con la experiencia continua de interaccion con las crias.

®El término neuroplasticidad abarca los vastos cambios que ocurren en todos los componentes
del SNC a lo largo de la vida de un individuo en respuesta a estimulos intrinsecos y extrinsecos
(Cramer et al., 2011) Estos cambios incluyen tanto modificaciones funcionales como
estructurales y se consideran fundamentales para el desarrollo (Berardi, Sale, & Maffei, 2015).
Los cambios inducidos por la neuroplasticidad se han descrito a diferentes niveles del SNC:
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Plasticidad en el Sistema Nervioso durante la maternidad

Sin dudas, la maternidad es uno de los periodos de mayor plasticidad neural en el ciclo
de vida de las hembras adultas. Los cambios neuroenddcrinos preparan a la nueva
madre para responder adecuadamente a sus crias y al nuevo contexto y ocurren a varios
niveles en el SN (Hillerer, Jacobs, Fischer, & Aigner, 2014; M Pereira & Ferreira,
2015). Durante el periodo periparto el cerebro materno experimenta multiples cambios a

diferentes niveles de su organizacion.

Se ha postulado que alteraciones en la expresion de genes y sintesis de proteinas dentro
de estructuras discretas del circuito cortico-limbico-estriatal contribuyen a la
constelacién de adaptaciones neurales y comportamentales de las madres (Akbari et al.,
2013; A. Fleming & Korsmit, 1996; D. Stolzenberg & Champagne, 2016; D.
Stolzenberg, Stevens, & Rissmans, 2014; Zhao, Saul, Driessen, & Gammie, 2012).

Esta expresion alterada de genes y consecuentemente sus proteinas es inicialmente
modulada por las hormonas de la gestacién tardia y el parto, especialmente estradiol,
prolactina, oxitocina y progesterona que promueven varias formas de plasticidad,
incluyendo cambios en la morfologia neuronal, identidad del neurotransmisor, actividad
electrofisiologica, conectividad, neurogénesis y funcion sinaptica en muchas regiones
incluidas la CPF, APOm, amigdala, septum lateral, bulbo olfatorio e hipocampo
(Bridges, 2016; Hillerer, et al., 2014). Pero no ocurren Unicamente cambios a nivel
neuronal, también otras células nerviosas que modulan el funcionamiento neuronal
experimentan cambios plasticos como los astrocitos, oligodendrocitos y microglia (R.E.
Featherstone, Fleming, & Go, 2000; Haim et al., 2017; Maheu, Akbari, & Fleming,
2009).

Las regiones que son particularmente afectadas por estas modificaciones asociadas al
periparto, son areas vinculadas a las adaptaciones comportamentales de la maternidad.
En este sentido, se ha reportado un incremento del volumen de neuronas en el APOm
que indica un aumento en la actividad celular, el dia previo al parto —dia 21 de
gestacion-, seguido de una disminucion gradual desde el posparto temprano —dia 5 de

lactancia- y retorno a su tamafio pre prefiez en el posparto tardio —dia 21 de lactancia-

molecular, celular y de redes, todos los cuales estan estrechamente entrelazados (ver revision
(Cohen, Quarta, Bravi, Granato, & Minciacchi, 2017).
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(Keyser-Marcus et al., 2001). También el ndimero de receptores de estrogeno y
oxitocina aumentan en el APOm vy otras regiones del SNC vinculadas al “circuito
maternal” en el posparto temprano (Bale, Pedersen, & Dorsa, 1996; Meurisse et al.,
2005). Por otra parte, los astrocitos que modulan la funcion neuronal aumentan en el
APOm previo al parto y comienzan a disminuir al comienzo de la lactancia (Gomora-
Arrati et al., 2010). Un incremento en espinas dendriticas se ha reportado en el APOm
de hembras el dia del parto en relacion a virgenes en los distintos estadios del ciclo
(Frankfurt, Salas-Ramirez, Friedman, & Luine, 2011).

Durante el periparto se observan cambios estructurales y funcionales en otros nucleos
del hipotdlamo. Por ejemplo en el ndcleo supradptico, se observa un aumento del
nimero de dendritas, asi como de contactos sindpticos axo-axonicos como axo-
dendriticos en el dia 10 de lactancia y un aumento en su volumen (El Majdoubiet,
Poulain, & Theodosis, 1997; Hatton & Tweedle, 1981). En el hipocampo se ha descrito
una disminucidn en la proliferacion celular en hembras lactantes en el dia 1 posparto en
comparacion con virgenes en diestro y esta diferencia ya no se observa en el dia 14 de
lactancia (Darnaudery et al.,, 2007). De forma interesante, esta disminucion en la
proliferacion celular es dependiente de la interaccion con las crias (B. Leuner, Miresco,
Noiman, & Gould, 2007). Por otra parte se observa un aumento en la densidad de
espinas dendriticas en el hipocampo de hembras en el periparto, seguido de una
disminucion gradual con el avance de la lactancia (C. Kinsley, et al., 2006). Se ha
postulado que estos cambios neurales subyacen algunos de los componentes maternales
directos hacia las crias y no directos (como por ejemplo la construccion del nido) y de
otros comportamientos que soportan el comportamiento maternal como la busqueda de

alimento o la memoria asociativa (C. Kinsley, et al., 2006).

En suma, los eventos hormonales de la gestacion y el parto promueven la remodelacion
estructural (es decir, cambios en la morfologia neuronal y el nimero de conexiones
sinapticas funcionales) de estructuras cerebrales discretas, la reorganizacion de las vias
cerebrales y la activacién de los sistemas neuroquimicos (Hillerer, et al., 2014). Estos
cambios neuronales median en consecuencia la mayor atraccién y capacidad de
respuesta de la madre a las claves y sefiales sensoriales de las crias permitiendo de esta
forma un reconocimiento rapido de las crias y comenzando un ciclo de refuerzo positivo

en el vinculo madre-cria (A. Fleming, et al., 1993; A. Fleming, et al., 1989).

21



Plasticidad neural y matriz extracelular

La matriz extracelular que rodea las neuronas y sus conexiones, podria ser uno de los
componentes encargados del mantenimiento y regulacion de la morfologia neuronal asi
como de las complejas interacciones entre neuronas y moléculas (Levy, Omar, &
Koleske, 2014), que finalmente dan como resultado la expresion de la motivacion y
comportamiento maternal. En este sentido, la matriz extracelular representa un 10-20%
del volumen cerebral y los glucosaminoglicanos juegan un rol estructural crucial en esta

matriz, siendo el &cido hialurénico su mayor componente.

En el SNC se distinguen tres tipos de matriz extracelular: membrana basal, matriz
difusa y matriz condensada. La membrana basal es una capa similar a una lamina
constituida por colageno y laminina que forma un borde entre el tejido endotelial y las
células fundamentales del SNC. La matriz difusa esta presente en los intersticios
neurales del parénquima cerebral, mientras que a la matriz condensada se la denomina
redes perineuronales (PNN por su sigla en inglés perineuronal nets) y rodea ciertas
poblaciones neuronales. Los Ultimos dos tipos de matriz, son ricas en proteoglicanos
(Testa, Prochiantz, & Di Nardo, 2018).

Las PNN son estructuras bastante heterogéneas que envuelven los cuerpos celulares,
segmentos iniciales de algunos axones y dendritas dejando huecos que permiten la
formacion de contactos sindpticos. Los componentes de la matriz extracelular se
condensan a través de interacciones especificas alrededor de ciertas neuronas para
formar las PNN. Asi, el esqueleto de las PNN esta formado por largas cadenas de
glucosaminoglicanos a los que se unen proteoglicanos a través de proteinas link. Estos
proteoglicanos, a su vez estan conectados entre si por proteinas de la familia de las
tenascinas. Si bien estas numerosas interacciones forman una malla condensada, las
PNN son dinamicas a través de modulaciones; en particular por las metaloproteasas
secretadas localmente por la propia neurona, pero también por astrocitos y

oligodendrocitos que degradan los proteoglicanos (Testa, et al., 2018).

La técnica histologica mas comdn para detectar PNN consiste en el uso de la
lectinaWisteria floribunda aglutinina (WFA), que reconoce la N-acetilgalactosamina de
las cadenas de azucar presentes en la mayoria de los PNN (> 80%). La histologia de

WFA ha revelado PNN en varias areas del cerebro, principalmente en la corteza
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cerebral, estructuras limbicas y ganglios basales las PNN rodean neuronas
principalmente interneuronas parvalbiminas+ de descarga rapida (fast-spiking), que son
neuronas muy activas que necesitan un microentorno especializado (Celio, 1993; Hartig,
Brauer, & Bruckner, 1992; Nakamura et al., 2009; Seeger, Lith, Winkelmann, &
Brauer, 1996).

Estas PNN conforman una estructura extracelular que se ha asociado a cambios
plasticos y neuroproteccion en el SNC a través de regular la estructura y estabilidad
sinaptica, la dindmica de las espinas dendriticas y la homeostasis ionica (Levy, et al.,
2014; Wang & Fawcett, 2012).

La formacion de las PNN se detecta relativamente tarde en el desarrollo de los
individuos cuando el circuito sindptico del SNC se establece y madura (Celio, 1993).
Tradicionalmente, se ha observado que las PNN se regulan en forma dindmica durante
el desarrollo, a diferencia de lo que ocurre en la edad adulta cuando se consideran
estructuras estables a menos que sean perturbadas por enfermedad o lesiones en
regiones como la médula espinal (Fawcett, 2015). En contraste con la informacion
acumulada con respecto a la formacion de las PNN durante el desarrollo, se sabe
relativamente menos acerca de si las PNN se vuelven activas en respuesta a la actividad
neuronal en el cerebro adulto, y si es asi, como la remodelacion de las PNN puede estar

involucrada en la plasticidad neuronal.

En este sentido, dado que las PNN limitan la plasticidad en el cerebro adulto se ha
propuesto que participan en los procesos de almacenamiento de memoria. Se ha
demostrado que en el condicionamiento por choque eléctrico, si bien la eliminacion de
las PNN no afecta la respuesta de miedo normal, evita la consolidacién de la memoria
de miedo (Gogolla, Caroni, Lithi, & Herry, 2009). De forma similar, en el hipocampo
se ha mostrado que las PNN son necesarias para convertir la memoria de corto a largo
plazo en el aprendizaje de miedo (Hylin, Orsi, Moore, & Dash, 2013; Kochlamazashvili
et al.,, 2010). En la CPFm, su remocion afecta la memoria a largo plazo asi como la
memoria de condicionamiento del miedo (Hylin, et al., 2013) y también disolverlas
resulta en la promocién de la plasticidad en la corteza auditiva que previene la
consolidacién y el aprendizaje del miedo (Banerjee et al., 2017). Las PNN también
limitan la habilidad de aprender. Por ejemplo, su disolucién en la corteza perirrinal
mejora la capacidad de reconocimiento de objetos nuevos (Romberg et al., 2013).
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Ademas, el vinculo entre las PNN y el aprendizaje y la memoria ha llevado a
investigaciones sobre su papel en los comportamientos de adiccion. Se ha sugerido que
en animales adultos, la degradacién de estas redes particularmente en la amigdala
borraria la memoria persistente a drogas a través de abrir una nueva ventana de
plasticidad (Xue et al., 2014). Cuando las PNN son completamente degradadas en la
CPFm, el tono inhibitorio disminuye y la memoria inducida por la administracion de
cocaina se interrumpe (Slaker et al., 2015). Resultados similares se han encontrado en
otras regiones relacionadas a los procesos de recompensa (Blacktop, Todd, & Sorg,
2017).

Mas all4 de la evidencia creciente que vincula a las PNN en diversos procesos de
plasticidad neural, hasta el momento en adultos no se ha reportado que estas estructuras
cambien asociadas al despliegue de comportamientos a los cuales subyacen
motivaciones primarias, no aprendidas y que implican un remodelado drastico en el
SNC, como es la maternidad. Por otra parte, si bien se postula que la gestacion, el parto
y la lactancia constituyen periodos de gran plasticidad en el ciclo de vida de las
hembras, se desconoce como es la expresion de las PNN en regiones involucradas en la
expresion del comportamiento maternal durante estos periodos, y si modificaciones en
la expresion de las PNN conforman parte de los cambios estructurales de larga duracion

asociados a la experiencia reproductiva.
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Planteamiento del problema e hipdtesis

El comportamiento maternal es flexible, permitiendo a las madres adaptar su respuesta a
las caracteristicas de las crias, a sus propias necesidades internas y al contexto. Es
esperable entonces, que la maternidad sea un periodo en la vida de los mamiferos de
gran plasticidad en el sistema nervioso. Clasicamente en roedores se ha abordado el
comportamiento maternal y su variabilidad en hembras con una camada homogeénea de
crias (A. Fleming & J. Rosenblatt, 1974; J. Rosenblatt, 1969, 1975; J. Terkel &
Rosenblatt, 1971). Sin embargo, pocos estudios abordan este comportamiento en
composiciones familiares mas complejas (Branchi & Alleva, 2006; N. Uriarte et al.,
2014; N Uriarte, et al., 2008). En esta linea, resulta sumamente interesante entender
como el SNC regula esta flexibilidad comportamental permitiendo que las madres
cuiden diferencialmente a crias con diferentes necesidades y demandas. Asi, en este
trabajo tratamos de comprender los cambios en el SNC que subyacen esta expresion
comportamental y la relevancia que tienen el perfil endocrino de la gestacion reciente y
la experiencia maternal previa para dar como resultado el comportamiento y la

motivacidn caracteristicos de las madres con camadas superpuestas.

Luego del parto las hembras desarrollan una fuerte motivacion maternal para interactuar
con las crias que adquieren valor de incentivo para las madres, sin embargo este valor
varia segun el contexto, las necesidades de las crias, la experiencia maternal previa y el
perfil enddcrino de las hembras (M Pereira & Ferreira, 2015). Sobre esta base resulta
interesante evaluar el valor de incentivo relativo de diferentes tipos de crias para las
madres en este contexto de crianza de camadas superpuestas. A Su vez, nos
preguntamos como interactua la experiencia maternal previa con el perfil hormonal para
dar como resultado esta flexibilidad comportamental. Debido a que se ha propuesto que
el APO mes protagonista en integrar las sefiales sensoriales provenientes de las crias y
el medio interno orquestando la respuesta maternal en forma dindmica (M Pereira & J
Morrell, 2011) nos preguntamos si esta area posee un rol fundamental en la adaptacién

comportamental de madres con camadas superpuestas.

Por otra parte, el cerebro maternal experimenta cambios plasticos significativos tanto a
nivel funcional como estructural como consecuencia del perfil endocrino propio de este
periodo y de la experiencia maternal (M. Pereira, 2016). Estas modificaciones en el

circuito maternal son muchas veces duraderas, condicionado las respuestas maternales
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en futuras experiencias reproductivas (Bridges, 2016). En este sentido la matriz
extracelular, particularmente las PNN han sido implicadas en varios procesos de
plasticidad en el SNC principalmente durante el periodo posnatal. Sin embargo pocos
estudios se han realizado durante la adultez (Gogolla, et al., 2009); (Hylin, et al., 2013;
Kochlamazashvili, et al., 2010); (Banerjee, et al., 2017); (Xue, et al., 2014); Slaker et
al., 2015; Blacktop, Todd, & Sorg, 2017) y hasta donde sabemos, no se ha explorado la
organizacion de estas estructuras extracelulares en condiciones fisioldgicas cambiantes.
En esta linea de pensamiento, los cambios enddcrinos vinculados a la gestacion y el
posparto, y las diversas experiencias maternales adquiridas durante este periodo, tornan
a la hembra un modelo natural de gran relevancia etoldgica para explorar los cambios

plasticos que puede experimentar el SNC durante la adultez.
En base a lo expuesto, este proyecto propone las siguientes hipétesis:
Hipotesis 1

La adaptacion del comportamiento maternal exhibido por las ratas madres con camadas
superpuestas depende de la interaccion entre el perfil hormonal de la gestacion y la
experiencia maternal previa, asi como de la actividad de areas del SNC involucradas en
el procesamiento de las caracteristicas de las crias.

Hip.1A: La asignacion diferencial de cuidados maternales de las madres que crian
camadas superpuestas, refleja una adaptacion a las caracteristicas y necesidades

especificas de los dos tipos de crias.

Hip.1B: La expresion adecuada del comportamiento y motivacion maternal hacia dos
tipos de crias durante la superposicion de camadas, depende de la exposicion hormonal
de la gestacion inmediatamente previa, asi como de la experiencia maternal obtenida

durante la lactancia de la primera camada.

Hip. 1C: La adaptacion del comportamiento y de la motivacion maternal en madres con

camadas superpuestas es mediada por el APOm.
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Hipotesis 2

Los cambios a nivel del circuito maternal de las ratas madres que subyacen la
flexibilidad comportamental, se vinculan a modificaciones estructurales en la matriz
extracelular, que son fuertemente moduladas por el perfil hormonal de la gestacion y la

experiencia maternal previa.

Hip. 2A: La organizacion de la matriz extracelular en forma de PNN cambia a lo largo
del proceso de gestacion y lactancia en areas del circuito maternal, asociado a los

cambios hormonales que subyacen el ciclo reproductivo.

Hip. 2B: La experiencia reproductiva modifica de forma duradera la expresion de las
PNN, evidencidndose este efecto en los subsiguientes ciclos reproductivos de las

hembras.
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Abordaje Metodolégico

La rata lactante es un excelente modelo para estudiar los fenémenos de flexibilidad
comportamental y plasticidad del sistema nervioso ya que durante la maternidad estos
ocurren naturalmente en forma fisiologica. Esta etapa ademas posee una gran relevancia
biolégica ya que el comportamiento maternal es indispensable para asegurar la
continuidad de la especie. Por otra parte, el ciclo de gestacion, parto y posparto que
supone cambios significativos a nivel comportamental, fisiologico, celular y molecular
tiene lugar en relativamente poco tiempo lo cual facilita el abordaje experimental.
Finalmente, existe un gran cuerpo de conocimiento sobre las bases neurales y
endocrinas, fundamentalmente del inicio del comportamiento maternal mientras que en

otros momentos del posparto y en diferentes contextos, queda ain mucho por explorar.

En base a esto, este trabajo se formuld con dos grandes abordajes metodoldgicos que se
ordenan en dos capitulos descritos a continuacion. En el Capitulo I, exploramos factores
que median la flexibilidad comportamental asi como el rol del APOm en ratas madre en
el modelo de camadas superpuestas (CS). Evaluamos el comportamiento de hembras
con CS, manipulando su perfil enddcrino y su experiencia maternal previa, y multiparas
con camadas simples en pruebas especificas que nos permiten medir conductas de
cuidado hacia las crias asi como su valor de incentivo o motivacional. Ademés
evaluamos la funcionalidad del APOm mediante su inactivacion transitoria sobre el
comportamiento y la motivacion maternal. Este cuerpo de experimentos fue realizado en
las instalaciones del Laboratorio de Experimentacion Animal (LEA) de la Facultad de
Ciencias (UdelaR).

En el segundo capitulo, exploramos la plasticidad estructural en el SNC durante el ciclo
reproductivo de la hembra, haciendo foco en la maternidad. Evaluamos cambios en las
redes perineuronales (PNN) mediante técnicas citoquimicas en el SNC de hembras,
ciclantes virgenes y pos lactantes; gestantes y lactantes primiparas; lactantes multiparas
con camada simple y camadas superpuestas. Estos experimentos fueron realizados en
colaboracion con el Dr. Javier Nogueira, del Departamento de Histologia y Embriologia
de la Facultad de Medicina (UdelaR).
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CAPITULO I

Flexibilidad comportamental en ratas madres: Modelo de

camadas superpuestas

Como se menciono en la introduccion general, lejos de ser una conducta estereotipada y
rigida, el comportamiento maternal es flexible permitiendo a las madres adaptar su
conducta a las necesidades cambiantes de las crias, a sus propias necesidades, su
experiencia y al contexto. Esta flexibilidad comportamental es fuertemente evidenciada
en las madres que crian en CS (Gilbert, et al., 1983). Esta conformacion familiar que se
observa frecuentemente en roedores (Calhoun, 1963), es posible reproducirla en
condiciones de laboratorio y ha sido desarrollada por nuestro grupo de investigacion (N
Uriarte, et al., 2008). Notablemente las hembras son capaces de responder
adecuadamente a estas diferentes necesidades de las crias neonatas y juveniles que
difieren en edad, caracteristicas sensoriales, demandas fisioldgicas y capacidades
comportamentales (N Uriarte, et al., 2009; N Uriarte, et al., 2008). Asi, las madres con
CS cuidan en forma diferente a crias neonatas y crias juveniles, dirigiendo mayores
cuidados a los individuos neonatos pero permitiendo el contacto con los juveniles
(Uriarte et al., 2009).

Los experimentos que componen este capitulo buscan ahondar en la comprension de la
flexibilidad comportamental de madres con CS a través de: a. explorar los aspectos
motivacionales que acompafian esta expresion comportamental caracteristica
(Experimento 1), b. dilucidar la influencia de la experiencia hormonal de la segunda
gestacion y parto, asi como la experiencia de maternidad previa en esta expresion
(Experimento 2) y c. determinar cual es el rol del APOm (area clave para la flexibilidad
comportamental a lo largo del posparto) en esta adaptacion comportamental y

motivacional tan conspicua (Experimento 3).

Los resultados del Experimento 1 dieron lugar a la publicacion: Incentive value of
newborn pups relative to juveniles for mother rats raising overlapping litters. Ferrefio
M, Pose S, Agrati D, Zuluaga MJ, Ferreira A, Uriarte N. Behavioural Processes, 157,
2018, 333-336, ISSN 0376-6357, https://doi.org/10.1016/j.beproc.2018.07.016., que se
adjunta en el ANEXO 1 de esta tesis.
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Experimento 1

Determinacion del valor de incentivo de las crias neonatas relativo al de las

crias juveniles para madres con camadas superpuestas.

En este experimento evaluamos el valor de incentivo de las crias neonatas y juveniles
para hembras con CS a través de medir el tiempo y esfuerzo invertidos junto ellas en
una prueba de preferencia en Y. Otros paradigmas han sido utilizados para evaluarla
motivacion de las ratas madre por la basqueda de un estimulo reforzador como las crias
a través de cuantificarla respuesta operante de aprender a apretar una palanca para
obtenerlas (Lee, et al., 2000; Wilsoncroft, 1969); o de analizar la preferencia a un lugar
asociado a crias y/o cocaina, como el condicionamiento a lugar (B. Mattson & Morrell,
2005; B. J. Mattson, Williams, Rosenblatt, & Morrell, 2003; B. J. Mattson, et al., 2001;
K. Seip & Morrell, 2007, 2009; Wansaw, et al., 2008). En ambos procedimientos, si las
madres no pueden interactuar con las crias durante la fase de aprendizaje, el
condicionamiento no se desarrolla (A. Fleming, et al., 1994; Lee, et al., 2000;
Magnusson & Fleming, 1995). Por lo tanto, estos modelos estan influenciados por
procesos de aprendizaje y memoria y ademas la interaccion con las crias incrementa su

valor de incentivo (A. Ferreira, Agrati, Uriarte, Pereira, & Zuluaga, 2012).

En cambio, el modelo de laberinto en Y, nos permite evaluar la motivacion primaria, no
aprendida por estimulos reforzadores naturales (Salamone & Correa, 2002) como las
crias. Ademas, no esta afectada por la interaccion fisica ya que los estimulos se
encuentran detras de una placa transparente perforada a través de la cual pueden ver,
oler y escucharlas pero no tocarlas. Este modelo ha sido ampliamente utilizado en
nuestro laboratorio (D Agrati, Fernandez-Guasti, et al., 2008; D. Agrati, et al., 2016;
Ferrefio, et al., 2018; M Pereira & Ferreira, 2006).

Para explorar los aspectos motivacionales de la maternidad en las madres con este
sistema de crianza (a partir de la hipdtesis 1), se utilizaron 3 grupos de hembras
experimentales: hembras multiparas en posparto temprano, con crias de 2-4 dias de
edad, hembras multiparas en posparto tardio, con crias de 22-24 dias de edad y hembras

con camadas superpuestas, con crias de 2-4 y 22-24 dias de edad simultaneamente.
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HIPOTESIS 1A

La asignacion diferencial de cuidados maternales directos de las madres que crian
camadas superpuestas, refleja una adaptacion a las caracteristicas y necesidades

especificas de los dos tipos de crias y no la falta de interés en las crias juveniles.
OBJETIVO GENERAL

Explorar aspectos motivacionales del comportamiento maternal de madres con camadas

superpuestas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el valor de incentivo relativo de crias neonatas y crias juveniles para

madres con camadas superpuestas en una prueba de preferencia.

2. Determinar si el valor de incentivo relativo de ambos tipos de crias para madres
con CS es similar respecto a madres multiparas que crian solo a crias neonatas o

solo a crias juveniles.
MATERIALES Y METODOS

Para cumplir con estos objetivos, evaluamos la preferencia hacia nonatos o juveniles en

una prueba de preferencia en Yen los siguientes grupos experimentales:

- Hembras multiparas en posparto temprano (MPTemp) con crias de 2-4 dias de
edad, N=8

- Hembras multiparas en posparto tardio (MPTard) con crias de 22-24 dias de
edad, N=12

- Hembras con camadas superpuestas (CS) con crias de 2-4 y 22-24 dias de edad

simultaneamente, N=14
Animales y obtencién de los grupos experimentales

Se utilizaron ratas hembras y machos de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) de
aproximadamente 3 a 4 meses de edad y crias de 0 a 24 dias de vida. Las ratas se

alojaron en un cuarto con un ciclo de luz-oscuridad 12/12 h (las luces se encienden a las
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3:30 AM), temperatura controlada (221 °C) y humedad controlada (60%) en el

Laboratorio de Experimentacién Animal (LEA) de la Facultad de Ciencias.

Las hembras de todos los grupos experimentales recibieron el mismo tratamiento previo
(seguimiento de ciclo estral, sincronizacion de prefiez, alojamiento individual una
semana antes del parto e igualacion de camadas: 4 hembras y 4 machos). Este
tratamiento también fue realizado para las hembras lactantes donantes no

experimentales que proveyeron las crias para los grupos experimentales.

En el caso de las CS, las ratas gestantes convivieron con el mismo macho de la primera
copula desde una semana antes del primer parto. Al dia siguiente al parto, se verifico la
presencia de espermatozoides en el exudado vaginal, se retird el macho y las camadas
fueron unificadas. A los 21 dias de edad, las crias juveniles fueron destetadas, excepto

dos (un macho y una hembra) que fueron los juveniles de las CS.

En el caso de las hembras multiparas, las mismas fueron destetadas en el dia 21
posparto de su primera lactancia y luego de la reanudacion de la ciclicidad
(generalmente una semana después del destete), fueron re prefiadas. En el dia 16 de su
segunda gestacion las hembras se alojaron individualmente y a partir del dia 21 de
gestacion se cheque0 la presencia de crias diariamente. La camada fue igualada a 4

hembras y 4 machos en el dia 1 posparto.

En todos los grupos se sustituyé las crias propias por ajenas para la realizacion de las
pruebas, en el caso de las CS fueron sustituidas por las crias de otras hembras del

mismo grupo con edades pareadas.
Procedimiento experimental

Las pruebas se llevaron a cabo entre las 10:00 y 12:00 hs durante la fase de luz del ciclo

luz/oscuridad.

Modelo de preferencia (D Agrati, Fernandez-Guasti, et al., 2008; M Pereira & Ferreira,

2006).

El modelo consiste en un laberinto en forma de Y construido con acrilico transparente
con 3 camaras de igual tamafio (25 x 30 x 18 cm) al final de cada brazo (10 x 30 x 10

cm). Cada camara presenta una division de acrilico transparente perforada, que permite
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percibir los estimulos ubicados en ellas, sin permitir el contacto fisico con los mismos.
Los animales experimentales se ubicaron en el centro de un laberinto y pudieron
explorar el modelo vacio por 15 min para habituarse. Posteriormente, se colocaron en
dos de las camaras los estimulos a evaluar de manera contrabalanceada, mientras que la
tercera camara permanecio vacia (camara neutra). Durante 15 min se registro: tiempo de
permanencia en cada camara, exploracion (nimero total de entradas a las cAmaras +
namero de entradas a los brazos) y el nimero de comportamientos de acicalamiento e
intentos de obtener acceso a los estimulos (mordeduras y arafiazos de la pared
divisoria). Las medidas de preferencia a utilizar incluyen: 1. el porcentaje de hembras
en cada grupo que permanezca méas del 50% del tiempo total en uno de los tres
compartimientos, con la condicion adicional de que este tiempo debe ser 25% mayor
que el tiempo de permanencia en cualquier de los otros 2 compartimientos y 2. el

porcentaje de tiempo total de la prueba en cada compartimiento.
Andlisis estadistico

Los datos de comportamiento generalmente no siguen una distribucion normal por lo
que para su analisis se utilizaron métodos estadisticos no paramétricos (Siegel &
Castellan, 1988). Los datos provenientes del mismo animal se compararon utilizando el
analisis de Wilcoxon para muestras dependientes y la prueba de Friedman en el caso de
mas de dos grupos. Las comparaciones entre grupos independientes se realizaron
mediante la prueba de U de Mann Whitney en el caso de 2 grupos y la prueba de
Kruskal-Wallis en el caso de mas de dos grupos.

RESULTADOS

Independientemente del estado hormonal o la composicion de la camada, los tres grupos
de hembras prefirieron los compartimientos donde se encontraban las crias tanto
juveniles como neonatas, sobre el neutro. A su vez, el tiempo invertido en el

compartimiento neutro no cambio entre los tres grupos (Hzs=2,98, p=NS; Fig. 3A).

Como se esperaba, las hembras del grupo MPTemp. invirtieron méas tiempo en el
compartimiento de los neonatos que en el de juveniles (Tg=1,0, p<0,05), mientras que
las hembras del grupo MPTard., si bien no exhiben diferencias significativas en el
tiempo de permanencia junto a neonatos o juveniles, mostraron una disminucion

significativa en el compartimiento de los neonatos (U g 12=4,0, p<0,05) y un aumento en
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el compartimiento de los juveniles en comparacion con las MPTemp (U 12)=18,0,

p<0,05, Fig. 3A).
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Figura 3.(A) Tiempo (seg) invertido en los compartimientos de las crias neonatas, juveniles y
en el compartimiento neutro y (B) nimero de intentos por obtener los estimulos —neonatos o
juveniles- de hembras multiparas en posparto temprano (MPTemp.), multiparas en posparto
tardio (MPTard.) y hembras con camadas superpuestas (CS). *p<0,05 vs. neonatos, **p<0,01
Vvs. neonatos y juveniles, prueba pareada de Wilcoxon; #p<0,01 vs. el mismo compartimiento de
los grupos MPTemp. y CS y ##p<0,01 vs. el mismo compartimiento del grupo MPTemp.,
prueba U de Mann-Whitney. Los datos se expresan como medianas (RSIC).

En linea con esto, el 88% de las hembras MPTemp. prefirio a los neonatos, mientras

que unicamente el 8% de las hembras MPTard. los prefirieron (Tablal). De forma

interesante, las hembras CS invirtieron una alta cantidad de tiempo junto a los neonatos

y juveniles (Fig. 1A); lo que se reflejé en que la mayoria (71%) de las hembras no
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prefirio entre ambos estimulos reforzadores mientras solo el 29% prefirié a los neonatos
(Tabla 1).

Sin embargo, las CS exhibieron un perfil Gnico en la prueba de preferencia al
compararlas con las MPTemp. Y MPTard., ya que el tiempo invertido en el
compartimiento de los neonatos fue similar al de las MPTemp. (U 14=28,0, p=NS) y el
tiempo invertido junto a los juveniles fue similar al mostrado por las hembras MPTard.
(U(2,14=50,5, p=NS).

De forma interesante, observamos que a pesar de que las hembras CS invirtieron
cantidades de tiempo similares entre los compartimientos de los estimulos reforzadores,
realizaron significativamente mas intentos por obtener a los neonatos que a los juveniles
(Ta=14,0, p<0,01, Figura 3B) y esta conducta fue similar a la exhibida por las
hembras MPTemp. (U 14=45,5, p=NS, Figura 3B).

Tabla 1. Preferencia de las hembras multiparas en posparto temprano (MPTemp),
posparto tardio (MPTard) y con camadas superpuestas (CS) en la prueba de preferencia
en el laberintoen Y.

Preferencia

MPTemp. MPTard. CS
neonatos 7/8 1/12 4/14
juveniles 0/8 4/12 0/14
no prefieren 1/8 7/12 10/14

Los datos se expresan como proporciones (numero de hembras que muestran
preferencia/nimero total).

CONCLUSIONES
Estos resultados sugieren que para las madres que crian en CS, tanto las crias neonatas

como las juveniles tienen valor de incentivo para ellas. Sin embargo, el mayor esfuerzo

de las madres por entrar en contacto con los neonatos sugiere un mayor valor de éstos.

Ademas, la falta de preferencia por neonatos de las hembras MPTard. indica que no solo
las caracteristicas de las crias sino que también el momento del posparto de la hembra

modulan el valor de incentivo de las mismas.
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Experimento 2

Determinacion de la influencia hormonal y de la experiencia maternal previa sobre

el comportamiento de madres con camadas superpuestas.

A partir del experimento anterior concluimos que si bien tanto las crias neonatas como
las crias juveniles tienen valor de incentivo para las madres con CS, el valor de los
neonatos es mayor. Los cambios enddcrinos asociados a la gestacion y al parto, asi
como la experiencia maternal previa, fortalecen la expresion del comportamiento y
motivacion maternal de las hembras a través de modificar la percepcion y el valor de
incentivo de las crias neonatas, entre otros procesos. Sin embargo desconocemos cuél es
la importancia de estos eventos enddcrinos y de la experiencia maternal previa en la
flexibilidad comportamental y motivacional observada en madres que cuidan
simultdneamente a dos camadas de diferentes edades, o con diferentes demandas, como

ocurre en el modelo de CS.

Para determinar la influencia de la exposicion hormonal de la gestacion y el parto y de
la experiencia maternal previa sobre el comportamiento maternal de las madres de
camadas superpuestas, se disefiaron 3 grupos experimentales: hembras con CS que
tienen experiencia junto a la primer camada y gestaron y parieron ambas (grupo
control), hembras con CS que no tienen experiencia de crianza de su primer camada
pero que gestaron y parieron ambas y hembras con CS que tienen experiencia con su
primer camada pero no gestaron la segunda. De esta forma en relacion al grupo control,
un grupo no tiene experiencia maternal, CS exp-, mientras que el otro grupo no tiene los

cambios asociados a la segunda gestacion y parto, CS gest-.

A su vez, exploramos si la interaccién maternal con ambos tipos de crias -neonatas y
juveniles- modula el impacto de estos factores (experiencia maternal y perfil endocrino)
sobre el comportamiento de las madres, evaluandolo en dos tiempos: a los 2 y a los 5

dias posparto.
HIPOTESIS 1B

La expresion adecuada del comportamiento y motivacién maternal hacia dos tipos de

crias durante la superposicion de camadas, depende de la exposicion hormonal de la
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gestacion inmediatamente previa, asi como de la experiencia maternal obtenida durante

la lactancia de la primera camada.
OBJETIVO GENERAL

Determinar la influencia de la exposicion hormonal ocurrida durante la gestacion y el
parto y de la experiencia maternal previa sobre la adaptacion del comportamiento

maternal hacia las crias neonatas y juveniles en ratas madres con camadas superpuestas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar el comportamiento maternal, asi como el valor de incentivo relativo de
crias neonatas y juveniles para madres con CS que difieren en la exposicion hormonal y

experiencias reproductiva y maternal previas en el dia 2 posparto.

2. Comparar el comportamiento maternal, asi como el valor de incentivo relativo de
crias neonatas y juveniles para madres con CS que difieren en la exposicion hormonal y

experiencias reproductiva y maternal previas en el dia 5 posparto.

MATERIALES Y METODOS

Para determinar la influencia de la exposicion hormonal de la gestacion y el parto y de
la experiencia maternal previa sobre la respuesta maternal de las madres de camadas
superpuestas, se disefiaron 3 grupos experimentales que fueron evaluados en su
comportamiento maternal y preferencia en el laberinto en Y frente a neonatos y

juveniles.
Grupos experimentales (Ver esquema en Figura 4)

1. Camadas Superpuestas control, CS control, (control, n=9): ratas lactantes que
gestaron y parieron la primer camada y fueron prefiadas durante el estro posparto por lo
que gestaron la segunda camada, mientras lactaban la primera. Finalmente, luego del
segundo parto tienen simultaneamente en la caja nido, juveniles de la primera camada y

neonatos de la segunda.

2. Camadas Superpuestas sin experiencia maternal, CS exp-, (ausencia de
experiencia maternal con primera camada, n=9): ratas que fueron expuestas al perfil
enddcrino de la gestacion y el parto de la primera y segunda camada pero que no

tuvieron la experiencia maternal de cuidarla. A estas hembras se les retiraron las crias

37



de la primera camada al parto y se aparearon durante el estro posparto. Se introdujeron

crias juveniles al parto de la segunda camada.

3. Camadas sin gestacion ni parto, CS gest-, (ausencia de segunda gestacion y
parto, n=9): ratas lactantes que pasaron por la gestacion y parto de la primera camada
pero fueron apareadas con un macho estéril en el estro posparto. De esta forma, las
hembras cuidaron la primera camada sin estar gestando una segunda como ocurre en el
grupo CS control. En la fecha correspondiente a los partos del grupo CS se introdujeron
crias neonatas provenientes de madres donantes, recambiandolas diariamente para evitar
posibles cambios en el comportamiento maternal debido a déficits en la estimulacion

proveniente de las crias.

Animales y obtencion de los grupos experimentales

Los animales utilizados y las condiciones de alojamiento fueron descritos en el

Experimento 1.
En todos los grupos se sustituyo las crias propias por ajenas.

Dos dias previos a la fecha estimada del segundo parto, todos los grupos de hembras
quedaron con 2 crias juveniles (1 macho y 1 hembra). En el caso de las CS exp-, se
introdujeron dos juveniles provenientes de madres donantes en fechas pareadas al
primer parto de las hembras CS control.; en el caso de las CS control y CS gest- los
juveniles fueron intercambiados por juveniles de otras hembras del mismo grupo con
edades pareadas. Se corroboré que las hembras en posparto tardio no eligen entre
juveniles propios y ajenos para descartar diferencias entre los grupos en esta

manipulacion de sustitucion de crias (ver ANEXO 3).

En el caso de los neonatos, en el grupo CS gest- al momento correspondiente al segundo
parto se introdujeron 8 crias (4 hembras y 4 machos) provenientes de madres donantes y
se recambiaron cada 12 horas por crias nuevas para mantener el estimulo de las crias en
un nivel adecuado (M Pereira & Ferreira, 2006). En el caso de las CS control y CS exp-
los neonatos fueron intercambiados por neonatos de otras hembras del mismo grupo con
edades pareadas también cada 12 hs para equiparar la manipulacion realizada en el
grupo CS gest-.
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Figura 4. Procedimiento de obtencion de los grupos experimentales utilizados en el
Experimento 2.

Pruebas comportamentales
Prueba de comportamiento maternal (M Pereira & Ferreira, 2006)

Previo al comienzo de la prueba, se retiraron las crias de la caja materna y se
reintrodujeron a los 10 min. Durante 15 minutos se registr6 el nimero de los siguientes
comportamientos: acarreos, re arreglos de las crias en el nido, lamidos corporales y ano
genitales, olfateos y construccion del nido. A su vez, se registré el tiempo que la hembra
permanecio en hovering over (sobre las crias realizando diversas conductas motoras), en
postura de amamantamiento y fuera del nido, asi como la latencia al primer acarreo, a la
reunion de toda la camada en el nido, al primer hovering over y a la postura de

amamantamiento.

Prueba de preferencia (M Pereira & Ferreira, 2006).
Se describe en el Experimento 1.

Procedimiento experimental

Luego de un periodo de separacion de 10 min, se introdujeron las crias en la caja nido y

se registro el comportamiento maternal durante 15 min. Al finalizar esta prueba, se
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habitu6 a las hembras al laberinto por 10 min luego de lo cual se introdujeron los
estimulos en los compartimientos y se registré la preferencia por 15 min hacia crias
neonatas o juveniles en los dias 2 y 5 posparto en los tres grupos experimentales (Fig.
5). Las pruebas se llevaron a cabo entre las 10:00 y 12:00 hs durante la fase de luz del
ciclo luz/oscuridad. Para homogeneizar las condiciones en los tres grupos, todas las
crias utilizadas fueron provistas por madres donantes y mantenidas con ellas hasta el

momento de la prueba.

Seretiran Sereintroducen Seretiran Sereintroducen
crias crias crias crias
10 min 15 min 10 min 15 min
I Separacion I Prueba CM I Habituacion I Prueba de Preferencia l
CAJA NIDO LABERINTO DE 3 BRAZOS

Figura 5. Procedimiento de pruebas experimentales realizadas en los dias 2 y dias 5 posparto.

Analisis estadistico

Se utilizaron métodos estadisticos no paramétricos (Siegel & Castellan, 1988). Los
datos provenientes del mismo animal se compararon utilizando el analisis de Wilcoxon
para muestras dependientes en el caso de 2 grupos y la prueba de Friedman en el caso
de méas de dos grupos. Las comparaciones entre grupos independientes se realizaron
mediante la prueba de U de Mann Whitney en el caso de 2 grupos y la prueba de

Kruskal-Wallis en el caso de mas de dos grupos.

RESULTADOS
Comportamiento maternal

Como se muestra en la figura 6, en el dia 2 posparto los grupos presentaron diferencias
en los principales componentes activos del comportamiento maternal hacia neonatos
(lamidos: Hz 7= 13,82, p<0,05 y acarreos: H 27= 8,07, p<0,05 analisis de varianza de
Kruskal Wallis).

En comparacion al grupo CS control, las hembras de los grupos CS exp- y CS gest-

mostraron una reduccion significativa de los lamidos (CS control vs. CS exp- Ugg)=
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3,0, p<0,05; CS control vs. CS gest- U= 8,0, p<0,05) y acarreos hacia neonatos (CS
control vs. CS exp- U@gg= 18,5, p<0,05; CS control vs. CS gest- Ugg= 11,5, p<0,05),
prueba U de Mann Whitney, mientras que entre ambos grupos (CS exp- y CS gest-) no
se observaron diferencias en estas conductas (Fig. 6A). Ademas, mientras que 7/9
hembras CS control completaron la reunion de la camada en el nido, solo 2/9 lo hicieron

en los grupos CS exp- y CS gest-.

Cuando observamos las latencias al inicio del comportamiento maternal, constatamos
que los tres grupos iniciaron antes el comportamiento maternal hacia los neonatos que
hacia los juveniles (CS control: Tg= 0,00, p<0.05; CS exp-: T¢g= 0,00, p<0.05; CS
gest-: T9=0.00, p<0.05). A pesar de esto, las hembras del grupo CS control lo iniciaron
antes que las hembras de los grupos CSexp- y CSgest- (CS control vs. CS exp- U 9= 4,
p<0,05; CS control vs. CS gest- Ugg= 16,0, p<0,05), prueba U de Mann Whitney,
Tabla 2).

Luego de 5 dias de interaccion con ambos tipos de crias, solamente las hembras CS exp-
mostraron un aumento en los lamidos hacia neonatos en relacién al dia 2 posparto (CS
exp- dia 2 PP vs dia 5PP: T(9=2,5, p<0,05, prueba pareada de Wilcoxon), mientras que
los otros dos grupos no mostraron cambios. A diferencia del dia 2, el comportamiento
del grupo de hembras CS exp- fue similar al del grupo CS control, tanto en el niumero
de lamidos como de acarreos hacia los neonatos (lamidos: CS control vs. CS exp-
Uw,9=38, p=NS; acarreos: CS control vs. CS exp- Uwgg= 31,5, p=NS, prueba U de
Mann Whitney). Por otra parte el grupo CS gest- continu6 difiriendo del grupo CS
control en el nimero de acarreos (CS control vs. CS gest- U g= 13,5, p<0,05) aunque
no en la expresion de los lamidos hacia neonatos(lamidos: CS control vs. CS gest-
Ueg= 28,0, p=NS, Fig.6B). Luego de 5 dias de interaccion, 6/9 hembras control
completaron la reunion de la camada en el nido, 5/9 lo lograron en el grupo CS exp- y

2/9 lo hicieron en el grupo CS gest-.
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Figura 6. Namero de lamidos (corporales y anogenitales) y acarreos hacia neonatos y juveniles
en el total de la prueba de comportamiento maternal, en los dias 2 (A) y 5 (B) posparto en los
grupos CS control, CS exp- y CS gest-. *p<0,05 vs. CS control, Kruskal-Wallis seguido de
prueba U de Mann Whitney. Los datos se expresan como medianas (RSIC).

Al igual que en el dia 2, en el dia 5 posparto los tres grupos iniciaron la expresion de
respuestas maternales antes hacia los neonatos (latencia maternal neonatos vs. latencia
maternal juveniles: CS control T=0,00, p<0.05; CS exp- T(=0,00, p<0,05; CS gest-
T(=0,00, p<0.05, prueba pareada de Wilcoxon). Sin embargo no se observaron

diferencias entre los grupos (Tabla 2).
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Tabla 2. Latencias al inicio de conductas maternales activas hacia neonatos y juveniles

de las madres en los grupos CS control, CS exp- y CS gest-.

Latencia a la respuesta maternal (seg)

Dia 2 posparto Dia 5 posparto
Neonatos Juveniles Neonatos Juveniles
CS control 10,8+3,4# 830,8+69,2 131,2+497,2#  748,4+100,4

CS exp- 289,7+110,7*#  736,2+101,4 198,3+92,5#  881,1+18,9

CS gest- 368,7+128,8*# 706,8+91,9 408,3+133,2#  900,0+0,0

Los datos se expresan como Medianas (RSIC), *p<0.05 vs. CS control, prueba U de Mann
Whitney; # p<0.05 vs. juveniles, prueba de Wilcoxon.

Prueba de Preferencia

Al evaluar la prueba de preferencia en el dia 2 posparto, las hembras del grupo CS
control invirtieron mas tiempo en el compartimiento de los neonatos que en el de los
juveniles (T@= 2,0, p<0,05) y a su vez mas en el de los juveniles que en el neutro
(T9=0,0, p<0,05, Fig. 7). Sin embargo esta diferencia de tiempo entre los estimulos
reforzadores no se observd en las hembras del grupo CS exp- (T=10,0, p=NS),
aungue invirtieron mas tiempo en los reforzadores que en el neutro; mientras que las
hembras del grupo CS gest- invirtieron el mismo tiempo en los tres

compartimientos(F.2=2,6, p=NS, prueba de Friedman, Fig. 7).

De forma interesante, luego de 5 dias de interaccion con los estimulos reforzadores, las
hembras del grupo CS control siguieron invirtiendo el mismo tiempo junto a los
estimulos que en el dia 2 posparto (compartimiento neonatos d2 PP vs. compartimiento
neonatosd5 PP: T=20,0, p=NS; compartimiento juveniles d2 PP vs. compartimiento
juveniles d5 PP: T=22,0, p=NS). Lo mismo ocurri6 con el tiempo en los
compartimientos de las hembras del grupo CS exp- (compartimiento neonatos d2 PP vs.
compartimiento neonatos d5 PP: T=15,0, p=NS; compartimiento juveniles d2 PP vs.

compartimiento juveniles d5 PP: T=18,0, p=NS).
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Figura 7. Tiempo de permanencia en los compartimientos de neonatos, juveniles y neutro de
los 3 grupos experimentales de hembras. *p<0,05 vs CS gest-, prueba de Kruskal-Wallis
seguida de prueba U de Mann Whitney (para medidas independientes); # p<0,05 vs neonatos,
p<0,05 vs juveniles, prueba de Friedman seguida de prueba de Wilcoxon (para medidas
dependientes). Los datos se expresan como medianas (RSIC).

Sin embargo luego de 5 dias de interaccion, las hembras del grupo CS gest- invirtieron
mas tiempo junto a los reforzadores que junto al estimulo neutro (Compartimiento
neonatos vs. compartimiento neutro: T=6,0, p<0,05; compartimiento juveniles vs.

compartimiento neutro: T(=0,0, p<0,05, prueba pareada de Wilcoxon, Fig. 7).
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Tabla 3. Preferencia de las hembras por neonatos, juveniles o que no prefieren en los

dias 2 y 5 posparto.

Preferencia

Dia 2 posparto Dia 5 posparto
CScontrol CSexp-  CS gest- CScontrol CSexp- CS gest-
neonatos 719 4/9 1/9 8/9 5/9 2/9
juveniles 0/9 1/9 2/9 1/9 2/9 3/9
neutro 0/9 1/9 0/9 0/9 0/9 0/9
no prefieren 0/9 3/9 6/9 0/9 2/9 4/9

Los datos se expresan como proporciones (nimero de hembras que muestran
preferencia/ntmero total).

CONCLUSIONES

Los resultados de este experimento muestran que ninguno de los dos grupos, uno
carente del perfil hormonal de la gestacion y parto y el otro carente de experiencia
maternal previa, logran la expresion de respuesta maternal observado en el grupo CS
control. Esto pone en evidencia que tanto los factores enddcrinos como la experiencia
maternal previa, son necesarios para la adaptacion comportamental exhibida por las

hembras que crian en CS.

Sin embargo la exposicion hormonal asociada con la segunda gestacién parece tener un
papel mas relevante que la experiencia maternal previa para una expresion adecuada del
comportamiento y la motivacion maternal ya que solo el grupo que gestd la segunda
camada logra mejorar su desemperio tanto en la prueba de comportamiento como en la

de motivacién maternal tras 5 dias de interaccién con las crias.

Finalmente, el hecho de que incluso el grupo que no gesté presenta una mejoria parcial
en su comportamiento y la preferencia por ambos tipos de crias en el dia 5, evidencia la
importancia de la experiencia maternal reciente para la expresion de este

comportamiento.
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Experimento 3
Rol del APOm en la adaptacion comportamental de las madres en CS

Si bien las hembras con CS dirigen pocos cuidados maternales hacia las crias juveniles
(N Uriarte, et al., 2008), en el experimento 1 mostramos que las mismas representan
estimulos con valor de incentivo, aungue el valor de los neonatos es mayor y a su vez,
este perfil comportamental esta mediado por la experiencia maternal y principalmente
por los cambios enddcrinos asociados a la gestacion previa (experimento 2). Dado que
el APOm es un sitio clave de integracion sensorial y hormonal que permite organizar la
salida comportamental mas adecuada de acuerdo a las necesidades de las crias
(Jacobson, et al., 1980; Lee, Clancy, & Fleming, 1999; B Leuner & Gould, 2010; M.
Numan, Corodimas, & Numan, 1988; M Pereira & Morrell, 2009). Asi, mientras que en
el posparto temprano el APOm tiene un rol facilitador a través de promover la respuesta
maternal hacia las crias neonatas, en el posparto tardio se postula que tiene un rol
inhibidor disminuyendo esta respuesta hacia los juveniles (M Pereira & Morrell, 2009).
Sin embargo desconocemos la implicancia de esta area en la regulacion de la
flexibilidad comportamental de hembras con CS, que se encuentran en un momento del
posparto temprano de acuerdo a su perfil endocrino, pero también tienen estimulos
sensoriales del posparto tardio como los juveniles. Teniendo en cuenta los resultados de
Pereira & Morrell (2009), esperamos que si la adaptacion comportamental vy
motivacional en madres con CS esta mediada por el APOm, su inactivacion interfiera
con la capacidad de discriminar las caracteristicas de ambos tipos de crias,

disminuyendo la respuesta maternal hacia neonatos y aumentandola hacia juveniles.

Para probar esta hipotesis, se eligio inactivar farmacolégicamente esta area en forma
transitoria y reversible. Basdndonos en los experimentos de Pereira & Morrell (2009),
seleccionamos el uso de bupivacaina ya que este farmaco suprime la actividad neural a
través del bloqueo de los canales de sodio dependientes de voltaje y por lo tanto la
conduccion del potencial de accion (Hille, 1966, 1977) durante la totalidad del periodo
en que se realizan las pruebas comportamentales, a diferencia de la lidocaina que tiene
una accion de menor rango de tiempo(Boehnke & Rasmusson, 2001; Pereira de
Vasconcelos et al., 2006; Sandkihler, Maisch, & Zimmermann, 1987). La bupivacaina
tiene ventaja sobre otros farmacos que bogquean canales de sodio como TTX o muscimol

(agonista de receptores GABA), por su tiempo de accion inmediato y su rango de accion
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apropiado (hasta una hora) y una difusion funcional considerablemente menor lo que
permite la administracion de volimenes méas pequefios para afectar el &rea requerida.
Ademaés la bupivacaina permite una inactivacion general del &rea y no especifica segln
el neurotransmisor por ejemplo GABA (de (M Pereira & Morrell, 2009, 2010).

HIPOTESIS 1C

La adaptacion del comportamiento y de la motivacion maternal en madres con camadas

superpuestas es mediada por el APOm.
OBJETIVO GENERAL

Determinar si el APOm participa en la asignacion del valor de incentivo relativo de
crias neonatas y juveniles para madres de camadas superpuestas, asi como en la

expresion de las respuestas maternales hacia las mismas.
OBJETIVO ESPECIFICO

Determinar si el efecto de la inactivacion funcional del APOm a traves de la
administracion local del anestésico transitorio bupivacaina, sobre la preferencia y el

comportamiento maternal hacia crias neonatas y juveniles de madres con CS.

MATERIALES Y METODOS
Farmaco

La dosis de bupivacaina (Sigma) administrada fue de 20.0mg/ml en 0.9% solucion
salina/1.0ul, -5min prueba) y se selecciond en base a trabajos previos que estimaron la
difusion efectiva y el curso temporal de la inactivacion neural causada por la infusion
intra cerebral de bupivacaina (M Pereira & Morrell, 2009, 2010).

Procedimiento experimental

Se utilizaron hembras con CS que fueron obtenidas segun lo descrito en los
experimentos anteriores. Cada hembra fue implantada bilateralmente con céanulas en el
APOm (ver procedimiento debajo), en el dia 2luego del parto de la segunda camada. En
los dias 5 y 6 posparto cada madre recibié una micro inyeccion de bupivacaina con una

dosis de 20mg/mL disuelto en solucién salina estéril 0.9% o vehiculo, en forma
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contrabalanceada. Cada lado recibe 1.0 ul de bupivacaina o salina. Cinco minutos
después de la administracion de bupivacaina o de vehiculo (se completan 10 minutos de
separacion de la madre de su camada) se realizo la prueba de comportamiento maternal
hacia crias neonatas y juveniles, durante 30 minutos (prueba detallada en Experimento
2). Luego se evalud la preferencia hacia crias neonatas y juveniles durante 15 minutos
(prueba detallada en experimentos previos). De acuerdo a este disefio cada animal actud
como su propio control (N=8 para las pruebas de comportamiento maternal y N=7 para
las pruebas de preferencia).

Para verificar la especificidad del tratamiento se analizd también el comportamiento de
hembras con micro inyecciones de las mismas dosis y volumenes de bupivacaina y
vehiculo, dorsalmente (-2mm) al area de interés, actuando cada animal como su propio
control (N=6).

Implantacion de cdanula guia y administracion de farmacos en APOm (Miller &

Lonstein, 2005; M Pereira & Morrell, 2009)

En el dia 2PP de la segunda lactancia, las hembras fueron anestesiadas (75,0 mg/kg de
ketamina, 7,5 mg/kg de xylacina y 1,5 mg/kg de acedan), fijadas en el aparato de
estereotaxia (Kopf Instruments) e implantadas bilateralmente con una canula guia 22-
gauge de acero inoxidable (Plastics One, Roanoke, VA) en el APOm (coordenadas: AP-
0,5 mm de bregma, ML £0,5 mm de la linea media y DV-6,5 mm de la superficie
craneal, ubicandose dorsalmente a 2.0mm del lugar de inyeccion). Concluida la cirugia,
las hembras recibieron tratamiento antibidtico (Benzil penicilina procainica, 50.000
unidades/kg, i.p., Repen, Fatro) y analgésico (Acido Tolfenamico, 0,06 mg/kg, i.p.,
Tolfedine, Vetoguinol). Diariamente se controld la salud de la madre y sus crias y el

estado de la canula guia.
Protocolo de inyeccion intracraneal

Un dia antes del dia de la prueba comportamental, las hembras fueron habituadas al
procedimiento de inyeccion intracraneal. En el dia de la prueba, se retir6 la canula
“dummy” y se conectaron inyectores bilaterales (protruyen 2mm debajo de la canula
guia conectados a jeringas Hamilton de 10ul. Mediante una bomba de infusién
(Harvard) se inyect6 bilateralmente la bupivacaina o su vehiculo a una velocidad de

0,250ul/min. Luego de la infusion del farmaco, los inyectores permanecieron en la
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canula guia por 1 min para permitir su difusion completa. Asi, el proceso de inyeccién
se completd en 5 min, luego del cual los inyectores fueron retirados, se reinsertaron las
canulas “dummy” y se registré el comportamiento maternal en la caja nido seguido de la

prueba de preferencia en el laberintoen Y.
Histologia y andlisis del sitio de implantacion

Una vez concluido el experimento, las hembras fueron anestesiadas con tiopental sddico
(100 mg/kg, ip.) y perfundidas de forma transcardiaca con solucion salina heparinizada
seguido de paraformaldehido (PAF) (4%). Posteriormente, el cerebro fue removido,
conservado por 48h en una solucién de PAF(4%), congelado y cortado en criostato. Los
cortes obtenidos de las secciones cercanas a la zona de implantacion se montaron y
tiferon con violeta de Cresyl. La verificacion del sitio de implantacion se realizé
mediante microscopio optico y de acuerdo al Atlas Neuroanatomico de(Paxinos &
Watson, 1997).

Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante métodos estadisticos no paramétricos (Siegel &
Castellan, 1988). Tanto los resultados de la prueba de comportamiento maternal como
los de preferencia se compararon utilizando el analisis de Wilcoxon para muestras

dependientes.
RESULTADOS

Respecto al sitio de implantacion, en la figura 8 se representan las secciones
transversales del cerebro de la rata que muestran la localizacion promedio de la
inyeccion (al final del inyector) segun el anélisis microscopico de las secciones tefiidas
con violeta de cresil. La Fig. 8A muestra la ubicacion de los sitios de infusion de APOm
para el grupo de madres con CS analizadas durante los dias 5 y 6 posparto (N= 8). El
analisis histoldgico indicé que la mayoria de los sitios de infusion bilaterales estan

ubicados entre -0,80 y -0,92 mm posteriores a Bregma.

Las hembras CS incluidas en el grupo de control dorsal (N=6), mostraron localizaciones
de la céanula bilateral dorsales a la comisura anterior, es decir por encima de APOm,

entre -0,40 y -0,92 mm posterior a bregma (Fig. 8B).
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Figura 8. Esquema de los sitios de implantacién de la canula e inyeccién de bupivacaina/
vehiculo basado en el analisis microscopico de secciones tefiidas con violeta de cresil, en APOm
(A) y en sitio dorsal al APOm: control dorsal (B).

Comportamiento maternal

Luego de la inyeccion de bupivacaina en el APOm, las hembras con CS mostraron
déficits en el comportamiento maternal. Asi, luego de la inactivacion de esta area, las
hembras tardaron significativamente més tiempo en iniciar las conductas maternales
hacia las crias neonatas (Tabla 4). En linea con este resultado, en la figura 9 se muestra
que el tratamiento con bupivacaina produjo una disminucion de los lamidos (T )= 2,0;
p<0,05) y de los acarreos hacia los neonatos (T = 0,0; p<0,05) respecto al tratamiento
con vehiculo. De hecho durante la inactivacion del APOm, ninguna de las hembras
completo la reunién de la camada en el nido (Tabla 4); 6 de 8 no acarrearon a ninguna
cria y las dos restantes si realizaron acarreos pero no lograron reunir toda su camada en

el nido.

50



Tabla 4. Latencias al inicio de conductas maternales activas hacia neonatos y juveniles de las
madres con CS tratadas con vehiculo o bupivacaina en el APOm.

Latencia (seg) Duracion (seg)
CM aneonatos CM a juveniles RCN Hoveringover
Vehiculo 22,5+233 1800 £ 0 173,5+324,9 487 + 145,25
Bupivacaina 145 + 2853 * 1800 £ 0 1800+ 0 * 170 + 278

Comportamiento maternal (CM), reuniéon de la camada en el nido (RCN) y tiempo de
permanencia en hovering over sobre los neonatos. Los datos se expresan como medianas
(RSIC), *p<0,05 vs. vehiculo, prueba pareada de Wilcoxon.

Si bien ninguna de las hembras con el APOm inactivada agrup6 a sus crias en el nido, si
se acercaron, las investigaron y permanecieron en hovering-over (Tabla 4) sin
observarse diferencias en la proporcién de hembras que pasé sobre sus camadas en

hovering-over entre los grupos (bupivacaina: 6/8 y vehiculo: 5/8).
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Figura 9.Numero de de lamidos (corporales y anogenitales) y acarreos hacia neonatos y
juveniles en el total de la prueba de comportamiento maternal, durante la infusién de vehiculo
(blanco) o bupivacaina (negro) en las hembras con CS. *p<0,05 vs. vehiculo, prueba pareada de
Wilcoxon. Los datos se expresan como medianas (RSIC).

En contraste, las hembras con sitios de infusion que se localizaron dorsalmente al
APOmM, no mostraron cambios en el comportamiento maternal luego de la inyeccion con

bupivacaina o vehiculo (Fig.10).
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Figura 10. Numero de lamidos (corporales y anogenitales) y acarreos hacia neonatos y
juveniles en la total de la prueba de comportamiento maternal, durante la infusion dorsal a
APOm de vehiculo (blanco) o bupivacaina (negro) en las hembras con CS. Los datos se
expresan como medianas (RSIC).

Prueba de Preferencia

En concordancia con lo observado en la prueba de comportamiento maternal, la
inactivacién del APOm afectd el comportamiento en la prueba de preferencia de las
hembras con CS. Las hembras inyectadas con vehiculo prefirieron mayoritariamente los
neonatos (6 de 7) mientras que las inyectadas con bupivacaina redujeron su preferencia
por neonatos a 1/7 (Tabla 5). Concomitantemente con esto, el tiempo de permanencia
junto al compartimiento de los neonatos disminuy6 cuando se inyectd bupivacaina en

relacion a la inyeccion de vehiculo (Fig. 11).

Las hembras CS tratadas con vehiculo invirtieron méas tiempo junto a las crias neonatas
que junto a los juveniles (T(= 1,0; p<0,05) y que junto al compartimiento neutro (T7)=
0,0; p<0,05). A su vez, permanecieron mas tiempo en el compartimiento de los
juveniles que en el neutro (T(;= 2,0; p<0,05, Fig. 11). Sin embargo cuando se inyecto
bupivacaina las hembras ya no exhibieron preferencia por ninguno de los dos estimulos
reforzadores (T(»= 10,0; p= NS, Fig. 11).
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Tabla 5. Nimero de hembras que prefieren neonatos, juveniles, neutro o que no prefieren
ninguno de los tres compartimientos sobre nimero total, de en hembras CS que fueron
inyectadas con vehiculo y bupivacaina.

Vehiculo Bupivacaina
neonatos 6/7 1/7
juveniles 017 217
neutro 0/7 1/7
no prefiere 17 3/7
600 - B NEONATOS
E O JUVENILES
@ 500 -
s O NEUTRO
i)
& 400 -
£ p=0.06
S 300 -
g %
(8]
c 200 - [
(/]
S
€ 100 - *+
2 T
[
0 1 T 1
VEHicuLO BUPIVACAINA

Figura 11. Tiempo de permanencia en los compartimientos de neonatos, juveniles y neutro de
las hembras con CS que fueron tratadas con vehiculo y bupivacaina. p<0,06 vs. vehiculo,
(prueba pareada de Wilcoxon); * p<0.05 vs neonatos y T p<0,05 vs juveniles dentro del mismo
grupo; prueba pareada de Wilcoxon. Los datos se expresan como Medianas (RSIC).

Por otra parte, la inactivacion de APOm no afectd la locomocion de las hembras.
Durante la infusion de bupivacaina o vehiculo, no se observaron diferencias en su

movilidad en el laberinto (Tab. 5).
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Tabla 5. Numero de cruces por los brazos durante la prueba de preferencia en el laberinto en Y
durante la infusion de vehiculo y bupivacaina en el APOm y en el sitio de inyeccién dorsal
(control).

APOm Control dorsal
Vehiculo 60 + 14,25 645+44

Bupivacaina 590+ 135 73+10,5

Los datos se expresan como Medianas (RSIC).

El tiempo de permanencia en los compartimientos no cambi6 en hembras con sitios de
infusion dorsal al APOm después de la inyeccidn con bupivacaina o solucién salina (Fig
12). Tampoco se observaron efectos sobre la locomocion en el laberinto en las hembras
inyectadas dorsalmente al APOm luego de recibir solucion salina o bupivacaina (Tabla
5).

600 - B NEONATOS
T
v O JUVENILES
£ 500 A
3 O NEUTRO
=7
[=
@ 400 -
£
5 |
8 300
£ *
S 200
g * |
8
g 100
2
=
O T 1
VEHICULO BUPIVACAINA

Figura 12.Tiempo de permanencia en los compartimientos de neonatos, juveniles y neutro de
las hembras con CS que cuyas canulas se localizaron a nivel dorsal del APOm, tratadas con
vehiculo y bupivacaina. *p<0,05 vs neonatos; prueba pareada de Wilcoxon. Los datos se
expresan como Medianas (RSIC).

54



CONCLUSION

Al inactivar el APOm observamos una afectacion de la respuesta maternal
principalmente hacia neonatos, que es hacia quienes se dirige mayormente esta
respuesta en esta etapa del posparto, pero no observamos cambios comportamentales
con respecto a los juveniles. Mientras que en el laberinto en Y, la inactivacion resulté en
una pérdida de preferencia por los neonatos respecto a los juveniles. Esto sugiere que el
APOm esta implicada en el valor motivacional de las crias, pero no participa en la
capacidad de hembras con CS de asignar cuidados diferenciales entre ambos tipos. Asi,
otras reas implicadas en el circuito maternal asociadas a procesos atencionales y toma
de decisiones como la CPF (Floresco, Block, & Tse, 2008; M Pereira & J Morrell,
2011; Ragozzino, Detrick, & Kesner, 1999; Rich & Shapiro, 2009; Romanides, Duffy,
& Kalivas, 1999) podrian estar dando especificidad a la respuesta hacia ambos tipos de

crias en las hembras que crian CS (Pose et al, en preparacion, ver ANEXO 4).

55



CAPITULO II

Plasticidad estructural del sistema nervioso central en ratas

madres

Como se desarrolla en la Introduccion, la maternidad representa uno de los momentos
mas cruciales de plasticidad neural en el ciclo de vida de las hembras adultas (Hillerer,
et al., 2014; M. Pereira, 2016). Ademas de esta plasticidad funcional del APOm,
existen antecedentes de aumento en la plasticidad estructural en &reas del SNC
especificas del comportamiento maternal y comportamientos asociados (M Numan,
2006; J. Pawluski, Lambert, & Kinsley, 2016), incluyendo cambios en el volumen de
neuronas (Keyser-Marcus, et al., 2001)y modificaciones en la expresion de receptores
de estrogenos y oxitocina (Bale, et al., 1996; Meurisse, et al., 2005). A su vez, se han
reportado modificaciones en otras células que regulan la funcién neuronal como los
astrocitos (Gémora-Aurrati, et al., 2010) y cambios en las espinas dendriticas durante el

periparto y el transcurso de la lactancia (C. Kinsley, et al., 2006).

Por otra parte, la matriz extracelular del SNC tiene un rol clave en los procesos de
desarrollo neural, sinaptogénesis y neuroproteccion, participando también en la
regulacién de la dindmica de las espinas dendriticas y la formacion de sinapsis en
individuos adultos, regulando la plasticidad y estabilidad neuronal, asocidndose a
procesos de plasticidad sinaptica dependientes de la experiencia (Miyata & Kitagawa,
2017);(Levy, et al., 2014). Particularmente las PNN son un tipo de matriz extracelular
especializada implicada en la regulacion de estos procesos plasticos. Actian como
frenos funcionales o como barreras estructurales que limitan la plasticidad neural al
regular la funcién celular o al impedir la remodelacion de las espinas dendriticas(de
Vivo et al.,, 2013; Frischknecht et al., 2009; Orlando, Ster, Gerber, Fawcett, &
Raineteau, 2012). Sin embargo, trabajos recientes sugieren que las PNN tendrian una
funcién dinamica en los procesos plasticos (Gogolla, et al., 2009; Hylin, et al., 2013;
Kochlamazashvili, et al., 2010).

En esta linea, podemos pensar que si existe plasticidad funcional y estructural en las
areas de control del comportamiento maternal, la matriz extracelular que da soporte y
regula muchos de estos procesos, también experimente cambios. Debido a que la

gestacion y la lactancia se caracterizan por un aumento considerable en la
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neuroplasticidad (Hartig, et al., 1992; Hofer, Brunelli, & Shair, 1994; Petrovich,
Canteras, & Swanson, 2001), en los experimentos que integran este capitulo, nos
proponemos: a. evaluar si la expresion de esta matriz extracelular cambia en areas
implicadas en el control del comportamiento maternal durante la gestacion y el posparto
en hembras primiparas (Experimento 4), b. determinar cual es el papel de factores
enddcrinos especificos de la gestacion en este fendmeno (Experimento 5) y c. analizar si
la expresion de esta matriz extracelular en &reas claves del circuito maternal cambia en
sintonia con la flexibilidad maternal observada en madres en diferentes contextos

reproductivos (Experimento 6).

Los resultados obtenidos en los Experimentos 4 y 5 integran el manuscrito:
“Reorganization of perineuronal nets in the rat’s medial Preoptic Area during gestation

and lactation” que se encuentra en fase de redaccion.
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Experimento 4

Caracterizacion de cambios estructurales en areas neurales
involucradas en la expresion y flexibilidad del comportamiento
maternal en hembras primiparas

De acuerdo a lo planteado, es posible pensar que diferentes grados de organizacion de la
matriz extracelular formen parte de los cambios neurales que subyacen al proceso de la
maternidad, areas del circuito maternal y particularmente en el APOm ya que es un area
clave dentro del circuito maternal que experimenta cambios funcionales y estructurales
en respuesta a las hormonas durante la gestacion y lactancia; cambios que dan soporte a
las adaptaciones comportamentales durante este periodo (M. Pereira, 2016).

Para explorar esta posibilidad, en este experimento evaluamos la presencia de PNN en
areas del circuito maternal de hembras adultas en diferentes puntos de su ciclo
reproductivo: ciclo estral, gestacién, periodo posparto. La eleccion de los dias de
gestacion y posparto para el analisis de las PNN se realiz6 considerando los momentos
de cambios hormonales y/o comportamentales relevantes en el transcurso de dichos
procesos. Asi, como se muestra en la figura 1, en el dia 10 de gestacion, tanto el
estrégeno como la progesterona que se encuentran en niveles bajos hasta ese momento
comienzan a aumentar. La secrecion de progesterona se incrementa alrededor del dia 14,
alcanzando los valores mas altos entre dias 16-18, para luego descender de forma
marcada en el dia 21. Este descenso abrupto en los niveles de progesterona se acompafia
de un incremento sustancial del estradiol en este dia (J. S. Rosenblatt, et al., 1988). Por
otra parte, se seleccionaron el dia 2 de lactancia, como momento de posparto temprano
en el que el CM esta establecido y el dia 7, momento del posparto en el cual la
expresion del CM es maxima y ademas la progesterona incrementa sus niveles en
sangre para bajar alrededor del dia 14 de lactancia (K Taya & Greenwald, 1983). A su
vez elegimos el dia 22 de lactancia, ya que es un momento de lactancia tardia en que
habitualmente se realiza el destete de las crias en el laboratorio. También se incluyo en
el andlisis un grupo de machos para comparar los resultados con los reportados en la

literatura.
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HIPOTESIS 2A

La organizacion de la matriz extracelular en forma de PNN cambia a lo largo del
proceso de gestacion y lactancia en areas del circuito maternal, asociado a los cambios

hormonales que subyacen el ciclo reproductivo.
OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la organizacion temporal de las PNN en areas del circuito maternal de ratas

hembras en diferentes fases de su ciclo reproductivo.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Analizar la organizacion de las PNN durante los periodos de gestacion y lactancia, en
areas del SNC vinculadas a la regulacién y el control del CM en hembras primigestas y
primiparas en diferentes puntos de la gestacion y lactancia.

2- Analizar la organizacion de las PNN en areas del SNC vinculadas a la regulacion y

el control del CM en hembras virgenes en diferentes estadios del ciclo estral.
MATERIALES Y METODOS

Para cumplir con los objetivos planteados se disefiaron los siguientes grupos

experimentales:

1. Hembras virgenes ciclantes en la fase de diestro (Di), N=5

2. Hembras virgenes ciclantes en la fase de proestro (ProE), N=6
3. Hembras virgenes ciclantes en la fase de estro (Est), N=5

4. Machos virgenes, N=3

5. Hembras primigestas en el dia 10 de gestacion (G10), N=4

6. Hembras primigestas en el dia 14 de gestacion (G14), N=5

7. Hembras primigestas en el dia 18 de gestacién (G18), N=4

8. Hembras primigestas en el dia 21/22 de gestacion (G21), N=6
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9. Hembras primiparas lactantes en el dia 2 posparto (L2), N=6
10. Hembras primiparas lactantes en el dia 7 posparto (L7), N=4
11. Hembras primiparas lactantes en el dia 14 posparto (L14), N=4
12. Hembras primiparas lactantes en el dia 22 posparto (L22), N=4
Animales

Se utilizaron ratas hembras y machos de la cepa Wistar (Rattus norvegicus). Las ratas se
alojaron en un cuarto con un ciclo de luz-oscuridad 12/12 h, temperatura controlada
(221 °C) y humedad controlada (60%) en el Laboratorio de Experimentacién Animal
(LEA) de la Facultad de Ciencias. Todas las hembras tuvieron 4 meses de edad al
momento de la extraccion del encéfalo y este procedimiento se llevo a cabo entre las
10:00 y 12:00 hs durante la fase de luz del ciclo luz/oscuridad. El ciclo estral se
monitore6 mediante frotis vaginales diarios (realizados entre las 09:00 y las 11:00 h). Se
establecieron cuatro etapas de acuerdo con la citologia vaginal de la siguiente manera:
proestro tardio (células nucleadas redondas y células cornificadas), estro (células
cornificadas), metaestro (leucocitos y células redondas nucleadas y cornificadas) y
diestro (predominio de leucocitos) (Montes & Luque, 1988). Las hembras se utilizaron

después de mostrar al menos dos ciclos regulares.
Extraccion y preparacion del tejido

Las hembras se anestesiaron con tiopental sodico (70 mg/kg, ip) y se perfundieron con
PBS heparinizado seguido de PAF al 4%. Luego de removidos, los cerebros fueron pos-
fijados en PAF y crioprotegidos en solucion de sacarosa 30%. Se realizaron cortes
coronales en cridstato (40 um de espesor) de las areas CPF, NAcc, APOm e hipotalamo
ventromedial (HVM) en las siguientes coordenadas 3,72 a 2,76 mm posterior a Bregma
para CPF, de 2,28 a 1,08 mm posterior a Bregma para NAcc, de -0,12 a -1,32 mm
posterior a Bregma para APOm y BNST y -1,80 a -2,40 mm posterior a Bregma para
HVM, utilizando como referencia el Atlas Paxinos & Watson (1997). Los cortes se
almacenaron a -20°C en una solucion anti-freeze (30% de ethyleneglycol) hasta la

realizacion de la técnica.
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Deteccion de PNN

Se utilizo la lectina de Wisteria floribunda (WFA) biotinilada (SIGMA L1516, USA)

para revelar N-acetylgalactosamina-positivas PNN.

Las secciones se lavaron tres veces en PBS (PH 7,4) para remover el medio en el que
estaban embebidos. Se bloquearon las peroxidasas enddgenas por 20 minutos en 45%
etanol (100%), 0,3% H202, seguido de tres lavados en PBS. Luego se bloquearon los
sitios de union inespecificos en solucién de PB, 0,2%triton x100, 3% BSA por 30
minutos. Posteriormente se realizd la incubacién por 2 horas con WFA biotinilada con
una concentracion de 2 mg/ml (1:500, Vector Lab) en solucién con PBS, 0,2% triton
x100, 3% BSA, seguido por tres lavados en PBS. Inmediatamente después, se incubo en
solucion avidina-biotina peroxidasa, ABC kit (Vector Lab), durante 2 horas (50 ul de
solucion A, 50 ul de solucién B cada 5 ml de PBS). Luego de tres lavados con PBS se
procedid al revelado de WFA con el sistema 3,3’-diaminobenzidina, DAB kit (Vector

Lab) durante 60 seg aprox, segun indicaciones del fabricante.

Para la reaccion de fluorescencia, luego de la incubacién con WFA biotinilada y los
posteriores lavados se incub6 por 30 min con streptavidina conjugada a AlexaFluor633
(Invitrogen) (dilucion 1:500). Finalmente, las secciones fueron lavadas en PBS durante
10 minutos para su posterior deshidratacion y montaje en el caso de revelado con el

cromageno, y montaje en glicerol 80% en PBS en el caso de la fluorescencia.
Andlisis de las PNN

Los cortes de tejido se analizaron utilizando un microscopio Nikon Eclipse E400

adosado a una camara digital Micrometrics 319CU CMOS 3.2 Megapixel.

Las imagenes para la cuantificacion fueron tomadas en lupa (NikonSMZ1000), 3x (NA
0.3) aumentos y se analizaron  mediante el software  ImageJ
(NIH,https://imagej.nih.gov/ij/). Una vez que se adquirieron todas las iméagenes, las
mismas se exportaron como archivos de 8 bits en escala de grises, formato tiff al

software de andlisis y se transformaron de pixels a um.

Se cuantifico el area ocupada por PNN dentro del APOm. Para esto se fijo una region de
interés tomando el contorno que incluye toda la extension de la sefial detectada en el dia

de méxima extension observada: G21. Esta area de interés fue de 809 um* Para este
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estudio se aplico el umbral de méaxima entropia pre-establecido en el programa de
procesamiento Image-J. Se analiz6 un corte por cerebro correspondiente a la coordenada
de mayor deteccion de PNN: -0,92 ~ -1,08 mm de Bregma. Se cuantifico la densidad de
PNN en la region de interés de ambos hemisferios cerebrales que posteriormente fueron

promediados.

Las comparaciones estadisticas se realizaron mediante test de t (2 grupos) o ANOVA de
dos vias (mas de dos grupos) seguida de Tukey para medidas pareadas o independientes

segun corresponda, con un nivel de p<0,05 para indicar significancia estadistica.

RESULTADOS
Estructura de la senial detectada

Luego del revelado de N-acetylgalactosamina con la lectina WFA, detectamos la

presencia de PNN en areas cerebrales discretas (fig.13)

Bregma -0.9N2;nm

Figura 13.Expresion representativa de las PNN en areas discretas del SNC de hembras. A la
izquierda esquema de corte coronal de la micrografia mostrada a la derecha, -0,92 mm de
Bregma, tomado de (Paxinos & Watson, 1997). Se observa expresion de PNN en corteza y
APOm. Revelado con WFA unida a estreptavidina acoplada a peroxidasa. Aumento 0,8x.
Escala de la barra= 2000 um.

Como se muestra en la figura 14, identificamos estas estructuras, con su patrén
heterogéneo caracteristico, con aspecto de malla con centros huecos, similar a una red
alrededor de los somas celulares y con procesos radiales cortos en la corteza cerebral
(Arnst et al., 2016; Hartig, et al., 1992; Miyata & Kitagawa, 2017) y en el APOm.
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Figura 14.Expresién de las PNN asociadas a poblaciones neuronales en la corteza y el APOm
de hembras en GD21. Se muestra corteza cerebral en Ay B, APOm en C y D. Revelado de
WFA con estreptavidina acoplada a Alexa Fluor 488. Escala de la barra en A= 100um; C=
250um; en B y D= 10um.

Distribucion de la serial

Cuando analizamos las areas muestreadas en el encéfalo de las hembras, se detectaron
diferencias entre los grupos en la densidad de la sefial de las PNN, Unicamente en el

APOm. De forma interesante, en todos los grupos analizados, no se detecté marcacién
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de PNN en NAcc o en BNST; mientras que si se detecté una marca clara de PNN en

CPF y HVM sin mostrar diferencias a lo largo del periodo reproductivo.

Luego de analizar cualitativamente las principales &reas implicadas en el circuito
maternal, solo se observaron cambios evidentes en APOm por lo que se centrd la
cuantificacion en esta area

Como se muestra en la figura 15, la marcacion de las PNN en el APOm de hembras en
G21, muestra un aumento gradual en el eje antero-posterior a partir de -0,80 mm de
Bregma, observandose una expresién maxima en el APOm posterior (-1,08 mm de

Bregma).

Figurals. Progresion de la sefial de las PNN en el APOm de hembras gestantes en dia 21. Se
observa una sefial maxima APOm posterior. Escala de la barra= 1000pum.

Al analizar el APOm de machos y de hembras durante diferentes etapas del ciclo estral
y el ciclo reproductivo, encontramos diferencias notables. En este sentido, no se observo
marcacion de PNN en el APOm de hembras virgenes ciclantes, en ninguna de las etapas
analizadas: proestro, estro, diestro, ni machos (Fig. 17). Mientras que si se revelaron en
los diferentes puntos analizados del ciclo gestacion y lactancia (Fg)= 13,72; p<0,05,
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ANOVA) (Fig 16 y 18). Se observa un aumento en la densidad de PNN durante el
progreso de la gestacion, alcanzando una densidad méxima el dia 21 de gestacion.
Luego del parto, las densidad de esta matriz disminuye significativamente para volver a

elevarse el dia 7 de lactancia y disminuir gradualmente hacia el destete (Fig 16 y 18).

Figura 16. Micrografia del APOm (-1,08 mm de Bregma) de hembras en diestro, proestro, estro
y machos, escala de la barra= 100um.
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Figura 17. Area ocupada por las PNN en el APOm de hembras ciclantes, gestantes y lactantes.
Los datos se muestran como mediaxSEM, letras diferentes indican diferencias significativas
p<0,05, prueba post hoc de Tukey.
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Figura 18. Micrografia del APOm (-1,08 mm de Bregma) en las que se muestran las PNN
reveladas con WFA en G10 a L22. Cada dia analizado se muestra en aumentos 40x imagen
superior y 100x imagen inferior. Escala de la barra = 100um.
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CONCLUSION

La expresion de PNN en el APOm de hembras adultas especificamente durante el ciclo
reproductivo y no durante el ciclo estral, sugiere que esta matriz podria estar asociada a
la plasticidad neural propia de este periodo. La densidad de las PNN varia a lo largo de
la gestacion y el posparto y podrian estar asociados a los cambios funcionales
experimentados por esta area durante el ciclo reproductivo (Benedetto, et al., 2014; R.E.
Featherstone, et al., 2000; A. Fleming & Walsh, 1994; Lee, et al., 2000; M. Numan,
Corodimas, & Numan, 1988; M Numan, Marzella, & Palumbo, 1998; M Pereira &
Morrell, 2009; Stack, Balakrishnan, Numan, & Numan, 2002; D. S. Stolzenberg et al.,
2007; Tsuneoka et al., 2013). No se detectaron PNN en el APOm en las etapas del ciclo
estral de hembras ni en machos, al igual que en estudios previos (Horii-Hayashi,
Sasagawa, & Nishi, 2016; Seeger, et al., 1996). De forma interesante, si bien las
principales hormonas esteroides que dirigen los cambios tanto durante el ciclo estral,
como durante la gestacién en las hembras son las mismas (estrégeno y progesterona),
solo se observa expresion y cambios en el ensamblaje de las PNN durante el ciclo
reproductivo, sugiriendo que esta expresion podria estar asociada al perfil de liberacion

caracteristico de la gestacion.

67



Experimento 5

Influencia de los esteroides gonadales en la organizacion de las PNN

Como vimos en el experimento anterior, la expresion de las PNN varia a lo largo del
ciclo de gestacion y lactancia en el APOm. Como ya se mencion0, esta area es un centro
de integracion hormonal (Bridges, et al.,, 1997; S. Fahrbach & D. Pfaff, 1986;
Matthews-Felton, et al., 1995; M Numan, 1974; M. Numan, 1994; M. Numan &
Numan, 1997) y la plasticidad neural observada en ella durante la maternidad, esta
dirigida principalmente por fluctuaciones en los niveles de los esteroides gonadales
estrogenos y progesterona (C.H. Kinsley & Amory-Meyer, 2011; M Numan &
Stolzenberg, 2009). De esta forma, es posible pensar que al igual que otros fenémenos
de plasticidad observada en este nucleo clave para el comportamiento maternal, el
estrdgeno y progesterona se asocien al proceso de ensamblado y desensamblado de las

PNN en esta area (a partir de la sub hipdtesis 2A).

Debido a que la expresion de las PNN progres6 durante la gestacién, siendo méaxima al
final de la misma evaluamos la implicancia del perfil de esteroides gonadales de la
gestacion en la expresion de las PNN. Para esto utilizamos un modelo de simulacién
hormonal de la gestacion, validado por Galea y colaboradores (Galea, Wide, & Barr,
2001) que se ha demostrado que simula los ciclos de las hormonas enddgenas que
acompafian la gestacion natural en ratas (J. S. Rosenblatt, et al., 1988; Yoshinga,
Hawkins, & Stocker, 1969). Este consiste en exponer a hembras ovariectomizadas a un
régimen hormonal de estradiol y progesterona, a través de la inyeccion diaria y

secuencial de ambas hormonas.
OBJETIVO GENERAL

Evaluar si la organizacién de las PNN depende del perfil de esteroides gonadales propio

de la gestacion.
OBJETIVO ESPECIFICO

Comparar la organizacion de las PNN en hembras ovariectomizadas luego de un

tratamiento con estrégeno y progesterona o con vehiculo.
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MATERIALES Y METODOS
Para cumplir con este objetivo se disefiaron los siguientes grupos experimentales:

- Hembras ovariectomizadas con tratamiento gestacional (dia 21 de gestacion) de
estrogeno y progesterona (Ovx/E+P), N=5
- Hembras ovariectomizadas tratadas con vehiculo por 21 dias (Ovx/Veh), N=4

Ovariectomia y tratamiento hormonal

Las hembras fueron ovariectomizadas ventralmente con anestesia de 75,0 mg/kg de
ketamina, 7,5 mg/kg dexylacina y 1,5 mg/kg de acedan. Luego de un periodo de
recuperacion de dos semanas, se inicio el régimen de administracién de hormonas.
Diariamente se inyectd subcutaneamente vehiculo u hormona a cada rata por 21 dias. Al
grupo control se le administré 0,1 ml de aceite diariamente durante los 21 dias de
tratamiento. Al grupo E+P se le administr6 dosis bajas de estradiol benzoato (2,5 ug)
combinado con una alta dosis de progesterona (4 mg) disuelto en 0,1 mil de aceite por
16 dias. Del dia 17 al 21 las ratas recibieron altas dosis de estradiol benzoato (50 pg)
disuelto en 0,1 ml de aceite (Galea, et al., 2001) (Fig. 19).

Tratamiento hormonal

Ovx/Veh
Ovx/E+P Estradiol (2,5ug) + Progesterona (4 mg) Estradiol (50ug)
I | |
Dial Dia 16 Dia 21

Figura 19. Representacién esquematica del tratamiento hormonal de simulacion gestacional
realizado en hembras ovariectomizadas tratadas con vehiculo (Ovx/Veh) o con estrdgeno y
progesterona (Ovx/E+P).

Analisis de las PNN
El anélisis de las PNN se realizd de acuerdo a lo descrito para el experimento 4.
RESULTADOS

Las hembras que fueron sometidas al tratamiento hormonal de simulacion de gestacion,
expresaron PNN en el APOm en relacion al grupo tratado con vehiculo (Ti= 2,979,
p<0,05 prueba t de Student; Fig. 10). Esta expresion mostro el mismo patron en
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gradiente antero-posterior que el observado en los grupos del experimento 4, con una

densidad méxima hacia la parte posterior del APOm.

APOm

70 -
60 -
50 -
40 -

(um2)

30 +

Area

20 A
10

OVX+ OVX +
Vehiculo E2/P4

Figura 20. El gréfico muestra el area ocupada por PNN en el APOm de hembras
ovariectomizadas tratadas con vehiculo (Ovx/Veh) y tratadas con estrogeno y progesterona
(tratamiento de simulacion de gestacion) (Ovx/E+P). Los datos se expresan como media:SEM,
*p<0,05 prueba t de Student. En el esquema del APOm se indica la ubicacion de la sefial
méaxima detectada, -0,92 mm de Bregma. A la derecha, se muestran micrografias del APOm en
ambos grupos. Escala de la barra=100um.

CONCLUSION

Los resultados del presente experimento nos sugieren que los cambios en la
organizacion de las PNN observados en el APOm durante la gestacion, dependen del
perfil de hormonas gonadales caracteristico de este periodo. Sin embargo, la fluctuacién
de estas hormonas durante el ciclo estral no induce la organizacion de las PNN
(Experimento 4) lo que nos indica que para que esta matriz se estructure de la forma
observada en hembras gestantes, es necesario niveles de estr6geno y progesterona
sostenidos (como ocurre en la gestacién) y no ciclicos (como ocurre en el ciclo estral).
Este resultado resalta el rol de las hormonas en la direccion de los cambios estructurales

que experimenta el SNC durante la transicion a la maternidad.
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Experimento 6

Caracterizacion de la reorganizacion de la matriz extraceluar en el
APOm de madres con CS que difieren en la exposicion hormonal de la
gestacion y en la experiencia maternal previa.

La experiencia reproductiva previa incrementa la respuesta maternal en futuras
exposiciones a crias (Bridges, 2016). En este sentido, hembras multiparas prefieren a las
crias neonatas sobre un macho durante el estro posparto mas que hembras primiparas (D
Agrati, Fernandez-Guasti, et al., 2008; D. Agrati, et al., 2016), aprietan mas veces una
palanca para obtenerlas (Lee, et al., 2000) y su comportamiento maternal es mas
resistente que en primiparas al efecto deletéreo de la denervacion olfatoria (Schwartz &
Rowe, 1976). A su vez, hembras ciclantes que tuvieron una experiencia maternal previa
sensibilizan mas rapido ante la re exposicion a crias (Bridges, 1975). La experiencia
reproductiva contribuye al remodelado del cerebro maternal; se alteran los niveles
circulantes de hormonas y la expresion de sus receptores en el APOm, resultando en
modificaciones en los procesos neurales y el soporte glial (Bridges, 2016). Esto indica
que el cerebro de una madre cambia con la experiencia de la maternidad volviéndose
mas sensible al estimulo crias permaneciendo de alguna manera, una memoria maternal
(R.E. Featherstone, et al., 2000; A. Fleming & Korsmit, 1996; A. Fleming, O'Day, &
Kraemer, 1999; A. Fleming & Sarker, 1990; A. S. Fleming & J. S. Rosenblatt, 1974).

Sobre esta base nos propusimos analizar si las PNN constituyen parte de estos cambios
en el SNC de larga duracion asociados a la experiencia reproductiva, evaluando si una
vez concluida la etapa de cuidado de las crias, las hembras primiparas mantienen
cambios estructurales a nivel de esta matriz en el APOm. A su vez, para profundizar
sobre la posible implicancia de la experiencia maternal previa en los cambios
estructurales experimentados por las PNN en el APOm en futuras experiencias
reproductivas, analizamos su expresion en esta area en hembras que cuentan con una
experiencia maternal previa y en hembras que superponen dos ciclos de maternidad
como es el caso de las hembras que crian en camadas superpuestas durante el posparto.
Finalmente, teniendo en cuenta que la organizacion de las PNN en el APOm puede
mediar aspectos del comportamiento maternal de las hembras y que esta organizacion es
dependiente del perfil hormonal de la gestacion (Experimento 5) y podria ser modulada

a su vez por la experiencia nos preguntamos como afectan ambos factores —perfil
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enddcrino de la gestacion y experiencia maternal- a la expresion y organizacion de las
PNN en el APOm de madres con CS.

Evaluamos la expresion de las PNN en el dia 5 de posparto, en hembras multiparas
(hembras que tuvieron una experiencia previa de gestacion y lactancia, fueron
destetadas y vueltas a prefiar), asi como en hembras con CS (que gestaron y lactaron dos
camadas simultdneamente) y hembras con CS que difieren en la exposicion hormonal de
la gestacion y el parto y de la experiencia maternal previa (grupos del experimento 2),

asi como de hembras primiparas alejadas del periodo de destete.
HIPOTESIS 2B

La experiencia reproductiva modifica de forma duradera la expresién de las PNN,

evidenciandose este efecto en los subsiguientes ciclos reproductivos de las hembras.
OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la expresion de las PNN el APOm de hembras que poseen experiencia
maternal y reproductiva asi como determinar la implicancia de la exposicién hormonal

de la gestacion y la experiencia maternal previa en esta expresion.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analizar la expresion de las PNN en el APOm de hembras que cuentan con una

experiencia maternal previa, diez dias luego del destete y en fase de diestro.

- Evaluar la expresion de las PNN en el APOm de hembras multiparas con

camada simple.

- Evaluar la expresion de las PNN en el APOm de hembras con CS y que difieren

en la exposicion hormonal y maternal previas.
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MATERIALES Y METODOS
Para cumplir con estos objetivos, se disefiaron los siguientes grupos:
- Multiparas: ratas lactantes con camada simple de neonatos. N=4

- Camadas Superpuestas (CS control): ratas lactantes con camadas
superpuestas (neonatos y juveniles). N=4

- Camadas Superpuestas sin Experiencia Maternal (CS exp-): ausencia de

experiencia maternal con la primera camada. N=5

- Camadas Superpuestas sin Gestacion y Parto (CS gest-): ausencia de segunda
gestacion y parto. N=6

- Hembras primiparas en diestro, 8-10 dias luego del destete — destete en dia
22 posparto- (Destetada), N=5

Animales

Los animales se obtuvieron de igual manera que lo descrito en los experimentos 4 y 5.
Se utilizaron los encéfalos de hembras del experimento 2 que fueron perfundidos y
procesados para realizar la técnica citoquimica una vez que se concluyeron las pruebas
comportamentales y segin lo explicado en el experimento 4. Las hembras multiparas se
obtuvieron de prefiar nuevamente a hembras que cumplieron con un ciclo de gestacion y
lactancia, fueron destetadas y vueltas a prefiar. Todas las hembras tuvieron 4 meses de
edad al momento de la extraccion del encéfalo y 5 dias posparto. Los encéfalos de las
hembras destetadas se obtuvieron luego de la comprobacién de dos ciclos estrales
después del reinicio de la ciclicidad, 10 dias post destete aproximadamente. Este
procedimiento se llevo a cabo entre las 10:00 y 12:00 hs durante la fase de luz del ciclo

luz/oscuridad
Analisis de las PNN

El anélisis se realiz6 de acuerdo a lo descrito en experimentos anteriores.
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RESULTADOS

Como se muestra en la Figura 21, las hembras en diestro con experiencia maternal y
reproductiva previa exhibieron marcacion de WFA en el APOm, aunque débil y difusa,
a diferencia de la ausencia de marca observada en las hembras virgenes en diestro del
experimento 4. Una segunda gestacion y parto incrementd significativamente la
densidad de las PNN (Destetadas vs Multiparas, CS control, CS exp- y CS gest- p<0,05,
prueba de Tukey, Fig. 21).

Las hembras con CS control mostraron una densidad alta de PNN en el APOm al igual
que las hembras con CS que tuvieron segunda gestacion, pero no experiencia previa con
crias (CS exp-). De forma interesante las hembras que tuvieron experiencia maternal
previa pero no gestaron su segunda camada (CS gest-), expresaron menos PNN en el
APOmM respecto a las hembras CS control y las CS exp- (CS control y CS exp- vs. CS
exp-p<0,05, prueba de Tukey, Fig. 21).
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Post destete MULTIPARAS CS control CSexp- CSgest-

Figura 21. Area de la sefial de las PNNs en el APOm de hembras primiparas en diestro
(Destetadas), multiparas con camada simple (Multiparas) y con camadas superpuestas que
tuvieron una segunda gestacion y experiencia maternal previa (CS control), hembras con
camadas superpuestas que no tuvieron experiencia maternal previa (CS exp-) y hembras con
camadas superpuestas que no gestaron a la segunda camada (CS gest-). Los datos se expresan
como mediatSEM, *p<0,05 vs Multiparas, CScontrol y CSexp-, #p<0,05 vs destetadas,
Multiparas, CS control y CS exp-, prueba de Tukey. En las micrografias inferiores se muestra la
expresion de PNN en el APOm de estos grupos; -1,08 mm de Bregma, escala de la barra = 100
pm.
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En un anélisis complementario, comparamos la expresion de PNN en los grupos de
hembras que experimentaron dos gestaciones y partos, Multiparas y CS control, con la
observada en primiparas en dias similares de posparto: primiparas en dia 7 vs multiparas
y CS control en dia 5. Observamos que la densidades mayor en ambos grupos de
hembras multiparas respecto a las primiparas (F@s= 4,98, p<0,05, ANOVA, Fig. 22).
Notablemente al comparar la expresion de PNN en hembras CS gest-, que no tuvieron
una segunda gestacion ni parto pero se mantienen con crias neonatas Yy
juveniles(cronoldgicamente en periodo de destete),con hembras cuidando camadas
simples en el dia L22, observamos que las CSgest- exhiben una densidad mayor que las
L22 (T)= 3,77, p<0,05, Fig 22).
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L7 MULTIPARAS ~ CS control L22 CSgest-

Figura 22. Area de la expresion de PNN en el APOm, en hembras primiparas en dia 7 del
posparto (hembras del experimento 4) y de hembras Multiparas y CS control (A) y de hembras
primiparas en dia 22posparto (grupo del experimento 4) y hembras CSgest- (B). Los datos se
expresan como media+SEM, *p<0,05 prueba pos hoc de Tukey para la comparacion en panel A
y prueba t de Student para la comparacion en panel B.

CONCLUSION

De forma interesante, las PNN en el APOm-aunque a niveles minimos-, persisten ain
luego de transcurrida la maternidad cuando las hembras han vuelto a presentar
ciclicidad ovérica, en linea con varios trabajos que indican que la maternidad provoca
cambios a largo plazo en el SNC de las hembras (Bridges, 2016). El incremento en la
expresion de las PNN luego de un segundo parto (al comparar con las primiparas en

dias similares del posparto, indican que la experiencia reproductiva previa y la re
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exposicion hormonal de la segunda gestacion potencian su expresion. Esto puede estar
facilitado por el nivel latente de componentes de la matriz extracelular que permanecen

en esta area aun después del destete de la primera camada.

En una nueva experiencia maternal, las hembras CS exp- que gestaron y parieron una
segunda vez exhibieron mayor densidad de PNN en el APOm que las hembras que no
gestaron la segunda camada (CS gest-), sefialando el papel crucial de los cambios
enddcrinos de la gestacion en la organizacion de la matriz extracelular y reafirmando los
resultados previos en los que observamos que la exposicion al perfil hormonal de la
gestacion, es necesario para la organizacion de este tipo de matriz extracelular en el
APOmM. Sin embargo, el hecho de que las CS gest-, que se encuentran en un posparto
tardio similar al L22, muestren una expresién mayor de PNN que las primiparas, indica
que la interaccion con las crias neonatas también juega un papel en el mantenimiento de

esta estructura.
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Discusion general

Principales resultados y conclusiones de esta tesis

Para las madres que crian a camadas de forma superpuesta, con diferentes
edades y demandas fisioldgicas, tanto los juveniles como los neonatos tienen

valor de incentivo, sin embargo el valor de las crias neonatas es mayor.

Este perfil particular de expresion del comportamiento maternal, no esta
mediado Unicamente por las caracteristicas de las crias, sino también por
factores enddcrinos y la experiencia maternal previa. Ambos factores son
necesarios para la adaptacion comportamental exhibida por las madres que crian
en CS, sin embargo la exposicion hormonal asociada con la segunda gestacion
resulta critica para la expresion adecuada del comportamiento y la motivacion

maternal.

A su vez, si bien el APOm tiene un rol fundamental en la regulaciéon de la
respuesta maternal, la flexibilidad comportamental de las madres con CS podria
estar mediada por otras areas del circuito maternal implicadas en procesos
vinculados a la toma de decisidn, eleccion de estrategias y procesos atencionales

como la CPFm.

Ademas de exhibir cambios funcionales durante el progreso de la gestacion y el
parto, el APOm experimenta una remodelacién de la matriz extracelular
condensada: PNN. Este cambio estructural depende fundamentalmente del perfil
hormonal de la gestacion que a su vez, sensibiliza y potencia su expresion en
futuras experiencias reproductivas. Por otra parte, las crias también ejercen un

rol potenciador en la expresion de las PNN.
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Factores que modulan la motivacion maternal en hembras con CS

En el primer experimento demostramos que, independientemente de sus caracteristicas
hormonales o de las caracteristicas en la composicion de la camada, las crias, tanto
neonatas como juveniles, tienen un fuerte valor de incentivo para las hembras lactantes.
Los tres grupos de hembras, tanto multiparas en posparto temprano y tardio, como
hembras con camadas superpuestas, prefieren a los compartimientos que contienen crias
frente al neutro. Estos resultados van en linea con estudios previos sobre la motivacion
maternal en otros contextos o paradigmas comportamentales (D. Agrati, et al., 2016;
Ferrefio, et al., 2018; A. Fleming, et al., 1994; Lee, et al., 2000; B. J. Mattson, et al.,
2001; M Pereira & Ferreira, 2006; Wansaw, et al., 2008). En este sentido, es importante
destacar que la eleccion de las crias juveniles no se debe a que estas representan
simplemente un estimulo social, ya que hembras primiparas en postparto tardio
prefieren a las crias juveniles frente a un estimulo social neutro (como se muestra en
experimento anexo de esta tesis: ANEXO 2). En conjunto estos experimentos indican
que mas alld de que el comportamiento maternal disminuya a medida que el posparto
progresa y las crias crecen y ganan independencia, las crias juveniles siguen siendo

estimulos con valor de incentivo.

El valor de incentivo de las crias no esta determinado Unicamente por sus caracteristicas
ya que de ser asi, las madres que se encuentran en el posparto tardio deberian preferir a
las crias neonatas sobre las juveniles. Sin embargo, este no fue el caso y las hembras en
posparto tardio (MPTard) no establecieron una preferencia entre ambos tipos de crias e
invirtieron mas tiempo junto a los juveniles que las hembras en posparto temprano
(MPTemp.) Esto sugiere que factores intrinsecos a las hembras, mas alld de las
caracteristicas de las crias, estan jugando un papel fundamental en la asignacién del
valor de incentivo relativo de estos estimulos. Apoyando esta idea, las hembras con CS,
invirtieron tiempos similares junto a ambos tipos de crias sugiriendo que en este
contexto reproductivo ambos estimulos poseen valor de incentivo para ellas. Este
resultado, a su vez, apoya la hipotesis de que los bajos niveles de comportamiento
maternal de madres con CS hacia los juveniles observados en estudios previos (N
Uriarte, et al., 2008), se deben a un ajuste de esta conducta hacia crias que poseen

menores demandas mas que a una pérdida de interés en ellos.
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No obstante, las hembras CS exhiben un perfil motivacional unico cuando ambos tipos
de crias estan presentes. Asi, mientras que no observamos diferencias en la cantidad de
tiempo junto a los compartimientos de ambas crias en este grupo de madres, invierten
un tiempo similar al de las hembras multiparas MPTemp junto a neonatos y al de las
multiparas MPTard. junto a juveniles. A pesar de esto, realizaron mas intentos por
obtener a los neonatos que a los juveniles lo que sugiere que si bien ambos tipos de crias
tienen valor de incentivo para las madres CS, el valor relativo de los neonatos frente a
los juveniles es mayor. Podemos especular que esta diferencia observada en el esfuerzo
realizado hacia los neonatos por las madres CS podria deberse a una liberacion
diferencial de DA en el NAcc provocada por el procesamiento de las caracteristicas
diferentes de ambos tipos de crias. La liberacion de DA en esta region se ha asociado a
los aspectos activacionales de la motivacion, o sea a aquellos aspectos asociados al
esfuerzo que hacen los animales por obtener el estimulo (Cousins & Salamone, 1994;
Salamone & Correa, 2012). En esta linea, se ha demostrado que las ratas lactantes
exhiben un aumento en los niveles de DA en el NAcc cuando interactdan con las crias
(FA Champagne et al., 2004; Hansen, Bergvall, & Nyiredi, 1993; Robinson, Zitzman, &
Williams, 2011; Shnitko et al., 2017), incluso aunque las puedan oler, ver y escuchar
pero no tocarlas (Afonso, Shams, Jin, & Fleming, 2013) como ocurre en el laberinto Y
en este trabajo. Curiosamente, Hansen y colaboradores (1993) observaron que las crias
embadurnadas con tierra provocan respuestas maternas mas activas y un aumento mayor
de los niveles de DA en el NAcc que las crias limpias. En esta linea, las hembras
lactantes prefieren crias que tienen sus demandas aumentadas a través de la separacion
de la madre por un periodo de 12hs sobre crias no demandantes (M Pereira & Ferreira,
2006). A la luz de estos trabajos previos, tomando en cuenta que los neonatos poseen
mayores demandas fisiologicas que los juveniles, es posible que sus caracteristicas
sensoriales evoquen una mayor liberacion de DA en el NAcc en las madres CS y en

consecuencia, un mayor esfuerzo para tener acceso a las mismas.

A partir de los resultados obtenidos en el Experimento 2 concluimos que este perfil
motivacional Unico de las hembras con CS, depende principalmente de las hormonas de
la gestacion y el parto, mas que de la experiencia de crianza de la primera camada. En
este experimento, en ninguna de las dos condiciones en las que faltaba un factor u otro —
perfil enddcrino de segunda gestacion o experiencia maternal previa- se alcanzaron los

niveles de expresién comportamental y motivacional observados en las hembras CS. Sin
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embargo el efecto de no haber gestado una segunda camada y por consiguiente no haber
experimentado los cambios hormonales de la gestacion reciente, fue méas deletéreo para
esta expresion, que no haber experimentado la crianza de la segunda camada. Esta
superposicién de la gestacion y lactancia se asocia a un perfil endécrino caracteristico
que difiere del observado en hembras con camada simple (Grota & Eik-Nes, 1967;
Hansen, et al., 1983; Smith & Neill, 1977; K. Taya & Greenwald, 1982). Asi, los
niveles y el perfil de estr6geno y prolactina en animales que gestan una segunda camada
mientras amamantan a la primera, son diferentes en comparacion con los animales que
solo lactan a una camada. En ratas que solo lactan, se observa una disminucion en los
niveles de estrogeno en el dia 14 en comparacion con los dias anteriores, mientras que
en ratas gestantes y lactantes esta disminucion no se observa y ademas éstos son mas
altos que los observados en ratas que solamente se encuentran lactando. Los niveles de
prolactina se mantienen elevados en ambos tipos de hembras a partir de la primera
semana de lactancia y decaen hacia el periodo de destete, sin embargo esta disminucién
es menor en el grupo que gesta y lacta simultaneamente. Es decir, existe una marcada
diferencia en estas dos condiciones reproductivas, mientras que la progesterona muestra
niveles constantes con ligeras diferencias no significativas entre ambos grupos
(Camacho-Arroyo et al., 2018). Sea el perfil endocrino particular de la gestacion
conjunto con la lactancia o el hecho de pasar por los cambios enddcrinos de una
gestacion y parto reciente, los resultados de este experimento muestran que los factores
enddcrinos tienen un rol mas relevante que la experiencia maternal previa en esta
adaptacion. En este sentido, si bien hembras que tuvieron experiencia maternal reciente
sensibilizan mas rapido ante la re-exposicion a crias que hembras inexperientes (A.
Fleming & Sarker, 1990), la administracion de esteroides en el APOm provoca la
sensibilizacion inmediata (S. E. Fahrbach & D. W. Pfaff, 1986).

Por otro lado, la experiencia maternal reciente, es decir el tiempo de interaccion madre-
crias, también refuerza el vinculo y promueve el comportamiento maternal, ya que
luego de 5 dias de interaccion posparto con crias neonatas y juveniles, tanto las madres
CSgest- como las CSexp- mejoraron la expresion de algunos componentes del maternal
(como los lamidos) y de la motivacion evaluada en el laberinto en Y. Asi las CSexp-
aumentan el tiempo junto a neonatos en relacion a las CSgest- y éstas comienzan a
preferir a ambos estimulos reforzadores, algo que no ocurre en el dia 2 posparto. En esta

linea, clasicamente se ha demostrado que la exposicion continua a crias resulta en el
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desarrollo de comportamiento maternal en hembras virgenes sorteando la dependencia
hormonal (A. Fleming & J. Rosenblatt, 1974; J. S. Rosenblatt, 1967; J. Terkel &
Rosenblatt, 1971). A su vez, se ha propuesto que la interaccién madre-crias luego del
parto no solo es fundamental para consolidar el comportamiento maternal, sino para
reforzarlo (Alison S. Fleming et al., 1994; Magnusson & Fleming, 1995; M Pereira
&Morrell, 2011). De todos modos, existe evidencia de que la sensibilizacion es
promovida durante el proestro del ciclo estral cuando ocurre el pico pre-ovulatorio de
estrogeno, progesterona y prolactina (Savoy-Moore, Schwartz, Duncan, & Marshall,
1980), resaltando la importancia de las hormonas reproductivas en facilitar la induccion
y mejorar la calidad del comportamiento maternal en hembras (D Agrati, Zuluaga,
Fernadndez-Guasti, Meikle, & Ferreira, 2008; Bridges, 1984; Bridges, et al., 1997; M
Numan, et al., 1977; M Numan & Stolzenberg, 2009; J. M. Stern & McDonald, 1989).

Si bien el perfil hormonal de la gestacion reciente parece estar modulando de forma maés
significativa la expresion comportamental y motivacional en las madres CS, estos
resultados también ponen en evidencia la sinergia entre el perfil hormonal y la

interaccidn con las crias para una adecuada expresion del comportamiento maternal.

Cuando evaluamos la implicancia del perfil enddcrino asociado a la gestacion, asi como
la experiencia de crianza asociada al primer parto en la motivacién maternal de las
hembras con CS, observamos que ademas de los intentos por obtener a los neonatos, las
hembras con CS invierten mas tiempo junto a ellos en el laberinto en Y. Es posible que
esta diferencia con respecto al resultado obtenido en el primer experimento (ausencia de
preferencia entre ambos tipos de crias), se deban a las diferencias en los protocolos
experimentales utilizados. Mientras que en el Experimento 1, las hembras fueron
evaluadas unicamente en el modelo de preferencia, en el Experimento 2 fueron
evaluadas previamente en una prueba de comportamiento maternal que se realiz6 con un
periodo previo de separacion de 10 minutos, con el fin de estimular la expresion del
comportamiento maternal (M Pereira & Ferreira, 2006; J. Stern & Keer, 1999). Esta
estimulacion del comportamiento maternal podria promover la preferencia de las crias

neonatas que son quienes tienen mayores demandas.

Este procedimiento estimula la ejecucion del comportamiento maternal e incrementa las
demandas de las crias (Hofer, Brunelli, Masmela, & Shair, 1996; Hofer, et al., 1994;
Lin, Galindo-Leon, lvanova, Mappus, & Liu, 2013).
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En el Experimento 2, durante la prueba de maternal no se registraron casi conductas
maternales hacia juveniles, a diferencia de lo observado previamente en un registro
continuo (N Uriarte, et al., 2008). Cuando se evalta el comportamiento maternal con el
método de registro continuo en el que se mantiene a la hembra con su camada en el nido
sin provocar alteraciones, se observan conductas maternales hacia juveniles, aungue
sensiblemente menos que hacia los neonatos (N Uriarte, et al., 2008). Es posible pensar
que para estimular el comportamiento maternal hacia los juveniles, es necesario un
periodo de separacion maternal mayor. En este sentido Wansaw y colaboradores (2008),
concluyen que para visualizar una preferencia a lugar robusta asociada a crias juveniles
durante el posparto tardio (de edad pareada al periodo posparto evaluado, 12 a 15 dias
PP), es necesario un periodo de separacion maternal de al menos 22 hs, ain cuando se
ha reportado que en el posparto tardio las hembras invierten poco tiempo en contacto
con los juveniles (Grota & Ader, 1969; Reisbick, et al., 1975). Asi, la interaccion entre
la madre y sus crias es dinamica y la estrategia de cuidado, se adapta al contexto y a las
necesidades de la diada.

El APOm y la respuesta maternal de las madres con CS

Rol funcional de APOm

El hecho de que la inactivacion de manera transitoria el APOm de hembras con CS
disminuyera significativamente el cuidado maternal hacia los neonatos sin modificar las
escasas actividades de cuidado dirigidas hacia los juveniles, no apoya nuestra hipétesis
inicial que sostenia que la inhibicion de la actividad del APOmen hembras con CS
disminuiria el CM hacia neonatos y al mismo tiempo aumentaria hacia las crias
juveniles. Esta hipotesis se sustenta en la propuesta de Pereira & Morrel (2009) de que
el APOm regula la expresién del comportamiento maternal a través de integrar los
estimulos provenientes de las crias, promoviendo de esta forma el CM hacia crias
neonatas que presentan altas demandas, e inhibiendo el CM hacia crias con un grado de
desarrollo mayor (M Pereira & Morrell, 2009). En este sentido, si bien la disminucién
de CM hacia neonatos observada en esta tesis luego de la inactivacion de APOm
coincide con lo reportado por Pereira & Morrell (2009) durante el posparto temprano,
en este trabajo la inactivacion en el posparto tardio aumenta el CM hacia los juveniles,

efecto que no fue observado en esta tesis.
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Es importante sefialar que la inactivacion de APOm en hembras en CS a los 5 dias del
segundo parto tuvo un efecto similar a la misma manipulacion en hembras primiparas
durante el posparto temprano, lo que sugiere que las adaptaciones del SNC que
subyacen la expresion del CM de madres con CS esta mediada principalmente por el
perfil hormonal de la gestacion y si bien se encuentran en un posparto tardio
comportamental (con los juveniles del primer parto), prima el control neuroenddcrino
del posparto temprano. Esta idea se reafirma con los resultados del Experimento 2 que
destacan la importancia del perfil enddcrino de la segunda gestacion y parto para la
expresion del comportamiento y la motivacion maternal en el contexto reproductivo de
CS.

La disminucién de la ejecucion de componentes activos del CM hacia neonatos junto
con la reduccion de su preferencia luego de inactivar APOm, indica que esta area estaria
promoviendo respuestas maternales activas hacia las crias. En este sentido, se ha
postulado que la proyeccién de APOm al sistema dopaminérgico mesolimbico media
los aspectos motivacionales del CM (M. Numan, 2012; M Numan & Stolzenberg,
2009). De todas formas, es interesante destacar que en estudios realizados en nuestro
laboratorio observamos que a pesar de que las hembras con CS realizan escasas
conductas maternales hacia los juveniles en una prueba de comportamiento maternal, la
actividad neural del APOm (medida a través de la expresion de la proteina c-Fos) es
similar a la observada cuando las hembras con CS son expuestas a neonatos en el dia 5
posparto; mientras que si se observa un expresion diferencial en las diferentes
subregiones de la CPFm vy el nucleo de la estria terminalis ventral (Pose et al,
manuscrito en preparacion ANEXO 4). Podemos pensar entonces que
independientemente de las caracteristicas de las crias, durante el posparto temprano en
las hembras con CS este estimulo es procesado en el APOm como un uUnico estimulo:
“crias”. Por otra parte, otras areas implicadas en el circuito neural maternal modularian
la especificidad de la salida comportamental frente a ambos tipos de crias,
probablemente de forma dependiente de las demandas de éstas (Afonso, et al., 2013;
Hansen, et al., 1993) Pose et al., en preparacién). Una region que podria ser clave para
esta funcion es la CPFm, ya que sus diferentes subregiones, han sido implicadas en el
reconocimiento de estimulos, la seleccion atencional, flexibilidad y toma de decisiones
en torno a estimulos incentivos complejos (Floresco, et al., 2008; M. Pereira & J.
Morrell, 2011; Ragozzino, et al., 1999; Rich & Shapiro, 2009; Romanides, et al., 1999)
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Pose et al., en preparacion). De forma interesante, observamos que madres con CS
exhiben una activacion mayor de la subregion infralimbica luego de exposicion a crias
neonatas y de la subregidn prelimbica luego de la exposicion a crias juveniles (ver
ANEXO 4), indicando que estas regiones pueden mediar la adaptacion comportamental

de estas madres.

En esta linea, la maternidad mejora la capacidad cognitiva. Por ejemplo, aumenta la
memoria espacial de las ratas, que involucra una neuroplasticidad notable del
hipocampo (C.H. Kinsley et al., 1999; Love et al., 2005). Ademas, mejora la atencion y
flexibilidad comportamental, habilidad que depende de la CPFm donde ocurre un
incremento en la densidad de espinas dendriticas durante el posparto (Albin-Brooks,
Nealer, Sabihi, Haim, & Leuner, 2017; B Leuner & Gould, 2010). Esta area también ha
sido implicada en la organizacion secuencial de comportamientos desencadenados a
partir de estimulos con valor de incentivo como el comportamiento maternal (Afonso,
Sison, Lovic, & Fleming, 2007). También, se ha demostrado que la promocion de las
habilidades cognitivas se producen no solo en madres primiparas, sino también en
multiparas, lo que sugiere que la maternidad en general estimula las funciones
cognitivas (Barha, Lieblich, Chow, & Galea, 2015; Macbeth, Scharfman, Maclusky,
Gautreaux, & Luine, 2008; Paris & Frye, 2008; J. L. Pawluski, et al., 2006) y estaria
asociado a altos niveles de respuesta maternal (V Lovic & Fleming, 2004). Asi, el
contexto de crianza de las madres que tienen camadas superpuestas es mas complejo y
exigente y requieren adaptar su comportamiento y adecuarlo a la nueva conformacion
de la camada de crias con diferentes necesidades y demandas. Para lograr esto, es
posible que las madres CS desarrollen una mayor flexibilidad cognitiva en relacion a las

madres que crian en camada simple.
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Cambios estructurales en APOm

Expresion de PNN y factores enddécrinos

Si bien la maternidad es un periodo de gran plasticidad estructural y funcional del SNC
(R.E. Featherstone, et al., 2000; Hillerer, et al., 2014), hasta ahora, no se habian
analizado los posibles cambios en la matriz extracelular, fuertemente implicada en la
regulacién de los procesos de plasticidad neural, en este periodo tan relevante del ciclo
de vida de las hembras. Nuestros resultados mostrando cambios drasticos en la
densidad y organizacion de las PNN en el APOm a lo largo del ciclo de gestacion y
lactancia, sugieren que esta estructura de la matriz extracelular posee un papel en las
adaptaciones asociadas a la maternidad. Asi, podemos especular que la alta
organizacion de las PNN previo al parto permitiria estabilizar nuevas conexiones en el
circuito maternal y su remodelacion permitiria la adaptacion comportamental a lo largo
del posparto asi como la transicion hacia el destete. Si bien en nuestro estudio hasta el
momento no podemos establecer una relacion causal con la maternidad, los cambios en
la organizacion de las PNN van en paralelo con los cambios observados en el perfil de
las hormonas esteroides gonadales de las hembras durante el transcurso del proceso
gestacional y el posparto; perfil enddcrino que ha sido asociado al despliegue del CM
(Bridges, 2015). En este sentido, los esteroides gonadales parecen ser quienes dirigen la
expresion de las PNN ya que hembras ovariectomizadas que fueron sometidas a un
tratamiento hormonal de estrdgeno y progesterona que simula el proceso de gestacion,
exhibieron un alto patron de expresion. Ademas, pudimos establecer que para que se
exprese esta matriz, es necesario un patron sostenido de estas hormonas como ocurre en
la gestacion, y no ciclico como ocurre durante el ciclo estral ya que no observamos en
hembras virgenes (en ninguna de las etapas del ciclo), la expresion de este tipo de
organizacion en la matriz extracelular. Asi, las alteraciones crénicas en las hormonas
reproductivas probablemente tienen efectos méas sobresalientes en el sistema nervioso y
el comportamiento de las hembras, que las fluctuaciones transitorias observadas a lo

largo del ciclo estral.

Particularmente, los cambios observados durante la progresion de la gestacion y el
posparto, tienen una remarcada similitud con los cambios en los niveles de progesterona
durante este ciclo, ya que al igual que la expresion de las PNN, la concentracion de
progesterona en plasma comienza a aumentar en el dia 10 de gestacidn y se mantiene a

niveles maximos sostenidos entre los dias 14 y 18 de gestacion(Bridges, 1984; J. S.
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Rosenblatt, et al., 1988). Previo al parto, esta hormona disminuye drasticamente , luego
se mantiene estable durante los primeros 2 dias posparto y aumentan significativamente
hacia el dia 3 manteniéndose elevada hasta el dia 14 en el que disminuye gradualmente
hasta el dia 21 cuando se observan niveles similares a los del periparto (Grota & Eik-
Nes, 1967; Hansen, et al., 1983). Existe evidencia previa que establece que otros
cambios estructurales en el APOm de hembras maternales, como son cambios en la
densidad de espinas dendriticas asociadas al establecimiento de nuevas conexiones
sinapticas (Pascual-Leone, Amedi, Fregni, & Merabet, 2005), son dependientes de la
progesterona (D.D. Murphy & Segal, 1996; D.D. Murphy & Segal, 2000; Sakamoto,
Ukenaa, & Tsutsui, 2002; Woolley & McEwen, 1993). Por otra parte, dentro de las 24
hs seguidas al parto las ratas madres tienen una mayor densidad de espinas en APOm
que hembras virgenes (Frankfurt, et al., 2011), momentos en los niveles de progesterona
son bajos; mientras que esta complejidad dendritica es baja en esta area el dia 10
posparto (Parent et al., 2017), cuando los niveles de progesterona se encuentran
elevados. En base a esta evidencia podriamos especular que esta plasticidad estructural
del APOm, podria estar dirigida principalmente por progesterona. Seria interesante

evaluar experimentalmente el papel de la progesterona sobre la expresion de esta matriz.

Expresion de PNN y experiencia reproductiva y maternal

El presente trabajo evidencia a su vez que parte de los cambios en la matriz extracelular
son de larga duracion. Asi, en hembras con una experiencia reproductiva previa, 10 dias
luego del destete de su camada, aun se detectan niveles discretos de estas estructuras en
APOm, con una densidad de PNN similar a lo observado en el dia 2 posparto. Estas
hembras ciclantes, a pesar de estar en diestro no exhiben el perfil de expresion
observado en hembras virgenes en diestro, sugiriendo que la experiencia maternal
genera una “huella” a nivel de la matriz extracelular en el APOm. Este resultado esté en
concordancia con estudios que muestran que aun alejado del periodo de destete, el
cerebro de las hembras permanece preparado para futuras respuestas
maternales(Bridges, 2016). Notablemente las hembras que tuvieron dos experiencias
reproductivas: MULTIP, CScontrol, CSexp-, expresan mayor densidad de PNN en el
APOm que las primiparas en periodos similares del posparto (dia 5 posparto en
primiparas vs. dia 7 posparto). Es posible suponer que la densidad de PNN en hembras
multiparas es mayor, porque el punto de partida o nivel basal de PNN es mayor que en

primiparas (hembras virgenes en diestro vs. hembras destetadas en diestro). Sustentando
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esta idea, se ha demostrado que un tiempo minimo de interaccion con crias durante el
posparto es suficiente para exhibir una rapida expresion del CM ante la re-exposicién a
crias, incluso 25 dias posparto (Bridges, 1975). Tal vez sumado a otros cambios
estructurales y funcionales en el circuito neural (Bridges, 2016; Elyada & Mizrahi,
2015) esta “huella” en la matriz extracelular generada luego de la primera maternidad,

facilite la expresion maternal en futuras experiencias reproductivas.

Muchos de los cambios a nivel de plasticidad, son a largo plazo o quiza permanentes y
probablemente explican las diferencias observadas entre el comportamiento y
motivacion maternal de hembras con una experiencia maternal y hembras multiparas.
La experiencia reproductiva previa incrementa la respuesta maternal hacia crias en
futuras exposiciones (Bridges, 2016) y se vuelve mas robusto frente a alteraciones en el
sistema de control sensorial (Schwartz & Rowe, 1976) u hormonal (Moltz & Wiener,
1966). Ademas, las hembras multiparas exhiben una robusta preferencia por las crias
frente a otro estimulo con fuerte valor de incentivo como un macho durante el estro
posparto, mas que las primiparas (D Agrati, Ferndndez-Guasti, et al., 2008). En este
sentido, la liberacion de DA en NAcc frente a crias es mayor en multiparas que en
hembras primiparas (Afonso, et al., 2013) y la sensibilidad de los receptores
dopaminérgicos es mayor en multiparas que en hembras primiparas(Byrnes, Byrnes, &
Bridges, 2001). Otros sistemas de neurotransmision como el opioide también
experimentan modificaciones en funcion de la experiencia reproductiva. Los efectos
disruptivos de la morfina sobre el CM en hembras multiparas, son menores en hembras
con experiencia reproductiva y maternal previa que en hembras primiparas (C.H.
Kinsley & Bridges, 1988) y la densidad de receptores opioides es mayor en el APOm de
lactantes multiparas que de hembras primiparas. (Bridges & Hammer, 1992). La
experiencia reproductiva también altera la expresion de otros receptores como de
prolactina (Anderson, et al., 2006) y estrdgeno (Byrnes, Babb, & Bridges, 2009) en el
APOmM.A la luz de estos cambios comportamentales y neuroendocrinos que caracterizan
a las hembras con experiencia maternal, no es sorprendente observar una mayor
expresion en la densidad de las PNN en las hembras con mas de una experiencia de

gestacion y lactancia.

Mas alla del papel del perfil enddcrino en la expresion de las PNN, la interaccion con
las crias per se parece modular a su vez su expresion, ya que esta organizacion es mayor
en el APOm de hembras que no tuvieron una segunda gestacion (es decir tuvieron solo
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una experiencia reproductiva), pero si una nueva exposicion a neonatos (CS gest-)
respecto a una hembra primipara en posparto tardio (periodo fisioldgico de la lactancia
similar)(Fig. 22). Este aumento superior al esperado (niveles equivalentes a los
observados en hembras primipas L7), sugiere que la interaccién con crias neonatas
también afecta la expresion de esta matriz y es posible que esté comenzando un proceso
de re sensibilizacion maternal hacia los neonatos. Para elucidar estas interrogantes y
establecer la relacion entre la expresion de PNN y el estimulo crias, seria interesante
evaluar como es su expresion en un proceso de sensibilizacion maternal en hembras con

diferentes experiencias reproductivas.

Posibles fenotipos celulares asociadas a las PNN

Notablemente, la reorganizacion de la matriz extracelular fue detectada Unicamente en
el APOm y no en otras areas relevantes del circuito maternal que expresan PNN de
forma similar en las condiciones analizadas como CPF y HVM o que no expresan PNN
como BNST y NAcc. En trabajos previos en los que exploran la expresion de PNN en
todo el cerebro de ratones macho, curiosamente observan que la zona lateral del
hipotdlamo expresa PNN (reveladas con WFA), mientras que la zona medial no (Horii-
Hayashi, Sasagawa, Matsunaga, & Nishi, 2015). Estos investigadores atribuyen la
ausencia a que la zona medial (APOm) es una zona pobre en fibras mielinizadas, siendo
la mielinizacion un importante factor de plasticidad neural (McGee, Yang, Fischer,
Daw, & Strittmatter, 2005). Ademas, podria no expresar PNN dado que funcionalmente
la zona medial contiene neuronas implicadas en el sistema neuroenddcrino que requiere
altos niveles de plasticidad para responder a los niveles cambiantes de hormonas
circulantes. Si bien estos resultados son coincidentes con los obtenidos en machos y
hembras ciclante sen nuestro trabajo, la estructuraciéon de las PNN en el APOm durante
la gestacion y la lactancia y luego de las mismas sugiere que las PNN podrian ser
necesarias en estos periodos para estabilizarla nueva configuracion del sistema que

habilite la expresion de la maternidad en las hembras.

Un paso esencial para comprender la funcion de las PPN en la maternidad, es identificar
la poblacion de neuronas implicada y su identidad fenotipica. EI APOm es un area
heterogénea que contiene células que expresan varios neurotransmisores tradicionales
(ej., glutamato, GABA, y dopamina) y neuropéptidos (R. B. Simerly, et al., 1986;
Tsuneoka, et al., 2013; Tsuneoka et al., 2017). Ademas presenta una alta densidad de

neuronas que expresan receptores de estrogeno o (ERa), claves en facilitar la respuesta

88



maternal (Bloch, Kurth, Akesson, & Micevych, 1992; Mitra et al., 2003; Shughrue,
Lane, & Merchenthaler, 1997). Estudios recientes sugieren que las células que expresan
este receptor de estrégeno, median el comportamiento maternal (Fang, et al., 2018; J.
Lonstein, Greco, De Vries, Stern, & Blaustein, 2000).

Una detallada caracterizacion del patron de expresion de neuropéptidos en el APOm
revela que estas neuronas (ERa") se superponen parcialmente con varios neuropéptidos,
como neurotensina y galanina (Tsuneoka, et al., 2013; Tsuneoka, et al., 2017). De forma
interesante las células que expresan este receptor de estrogeno, también son
inmunoreactivas para galanina en el APOm (Tsuneoka, et al., 2017). Esta sub poblacion
neuronal, expresa a su vez c-Fos durante la ejecucion del comportamiento maternal y su
remocion a través de manipulaciones genéticas que permiten la destruccion especifica
de las células, deteriora el CM (Wu, et al., 2014). Si bien desconocemos qué fenotipo
neuronal es rodeado por PNN en el APOm, las neuronas que expresan ERa y galanina
podrian ser potenciales candidatas. Sobre la base de un posible rol de la progesterona en
la formacion de las PNN durante la gestacion, seria interesante conocer a su vez si estas

neuronas expresan receptores de progesterona.

Por otro lado, la dindmica de remodelado de las PNN se ha asociado estrechamente a las
células gliales, especificamente a los astrocitos (Lau, Cua, Keough, Haylock-Jacobs, &
Yong, 2013; Testa, et al., 2018). Estos a su vez, se han vinculado a los cambios en
plasticidad neural en varias areas incluida el APOm, observados durante la gestacion e
inicio de la maternidad (R.E. Featherstone, et al., 2000; Goémora-Arrati, et al., 2010;
C.H. Kinsley & Lambert, 2008), asi como a los cambios asociados a la experiencia
maternal. Especificamente, en el dia 5 posparto de hembras multiparas que han tenido
experiencia con crias, se ha reportado un mayor contenido de GFAP (proteina glial
fibrilar &cida, GFAP por su sigla en inglés, el mayor componente proteico del
citoesqueleto de astrocitos), comparado con hembras lactantes primiparas en el mismo
dia posparto (R.E. Featherstone, et al., 2000). En este sentido, dados los cambios
observados en las PNN a lo largo del ciclo reproductivo, luego de la experiencia
maternal y en subsiguientes partos, asi como los cambios reportados en el contenido de
GFAP en varias areas neurales de hembras durante en estas etapas y el estrecho vinculo
propuesto entre ambos, seria interesante evaluar la co-expresion de estos componentes

durante estos periodos en el ciclo de vida de las hembras.
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En suma, los experimentos realizados en esta tesis nos permitieron profundizar sobre los
factores implicados en el desarrollo de la maternidad en las ratas hembras que les
confiere la capacidad de adaptacion a contextos de crianza desafiantes. A su vez, por
primera vez, revelamos la presencia de un componente estructural fundamental
implicado fuertemente en la plasticidad neural como son las PNN, y mostramos la
remodelacion de su organizacion durante el ciclo reproductivo de las hembras asi como
sus cambios con la experiencia maternal. Este es el primer reporte de que la matriz
extracelular cambia asociada a la expresion de una condicion reproductiva natural mas
alla del periodo de desarrollo posnatal y de la implicancia de las hormonas asociadas a

este periodo, en su remodelado.

Finalmente los resultados de esta tesis habilitan el planteo de nuevas interrogantes que

nos permitiran seguir buscando respuestas en esta linea.

90



PERSPECTIVAS

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis nos planteamos las siguientes

perspectivas para continuar este trabajo:

Determinar si el mayor valor de incentivo de los neonatos relativo a los juveniles
para madres con CS es sustentado por una liberacion diferencial de DA en
NAcc. Para esto evaluaremos por microdialisis el contenido de DA en el NAcc

frente a crias neonatas y juveniles de madres con CS.

Evaluar si la flexibilidad comportamental observada en madres CS se refleja en
una mayor flexibilidad cognitiva, habilidad que depende principalmente de la
CPFm. Para esto se realizaran pruebas de atencién y memoria espacial a madres
con CS

Evaluar si la CPFm esta implicada en esta flexibilidad. En este sentido, la
adecuacion comportamental observada podria estar ocurriendo a través de la
CPF, més que el APOm ya que no observamos un efecto diferencial hacia
neonatos o juveniles cuando inactivamos esta area, pero si se observa una
expresion diferencial de c-fos frente a ambos estimulos. Para esto inactivaremos
de forma transitoria la CPFm y evaluaremos el comportamiento y motivacion

maternal en hembras con CS.

Establecer una relacion directa entre la organizacion de las PNN y el
comportamiento maternal en ratas. Para esto nos proponemos evaluar el efecto

de disolver esta matriz, sobre la expresion de la maternidad.

Evaluar si la progesterona que exhibe un patrén de liberacion que acompafia los
cambios observados en las PNN durante la gestacion y posparto, es quien dirige
estos cambios. Para esto se analizaran diferentes manipulaciones sistémicas y

locales que alteren la progesterona disponible.

Identificar si la expresion de las PNN, ademas de la dependencia hormonal esta
vinculada a la interaccion con las crias, a través de evaluar esta matriz en
hembras sensibilizadas que no experimentan los cambios hormonales de

hembras gestantes.

91



Identificar el fenotipo neuronal que esta expresando PNN durante esta etapa
reproductiva. Identificar si las neuronas del APOm que estan activas durante el
comportamiento maternal y que expresan REo y galanina, son las neuronas

rodeadas por las PNN durante este periodo.

Analizar la expresion de las PNN en el APOm y su remodelado en funcion de su

asociacion con los astrocitos.
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ANEXO 1

Articulo: Incentive value of newborn pups relative to juveniles for

mother rats raising overlapping litters, Marcela Ferrefio, Sabrina Pose,

DaniellaAgrati, Maria José Zuluaga, Annabel Ferreira, Natalia Uriarte.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

In rats, successful mating during the postpartum estrus results in the temporal overlapping of successive litters
within the maternal nest. Mothers with two overlapping-litters (OLM) simultaneously take care of neonate and
juvenile pups; however, they mostly direct their attention to the neonates. We hypothesized that these differ-
ences reflect an adaptation to the specific characteristics and needs of the two litters and not a lack of interest in
the juveniles. To test this hypothesis, we assessed the relative incentive value of newborns and juveniles for OLM
in a preference test and compared it with that exhibited by mothers in early (EPM) and late (LPM) postpartum,
which were raising only newborns or only juveniles, respectively. Results showed that OLM spent similar time in
the newborns and juveniles compartments and did not prefer the newborns as did the EPM, however, similarly to
them, OLM made more attempts to get access to the newborns than the juveniles. On the other hand, OLM and
LPM did not exhibit a clear preference between the stimuli. These results indicate that both neonates and ju-
veniles have incentive value for OLM, although these mothers invest more effort in the newborns. These results
point out to a unique behavioral profile of OLM, which shows similarities with EPM and LPM on different
behavioral measures. They also support the idea that motivational processes underlying maternal behavior are

Keywords:

Overlapping-litters

Newborns vs. juveniles preference
Maternal motivation

Maternal behavior

Lactating rats

complex and dynamic, adapting the response of the mother to pups’ needs and the context.

1. Introduction

Maternal behavior in mammals is a highly motivated behavior,
which ensures the survival and well-being of the young and shapes their
behavioral and neural development. In the rat, maternal care-taking
activities consist of several direct (retrieving, mouthing, licking, nur-
sing) and indirect (nest building, protective behaviors, affective
changes) behavioral components (Kinsley et al., 2014; Ferreira et al.,
1987; Fleming and Luebke, 1981) whose quantity, quality and organi-
zation varies as the postpartum period progresses (Reisbick et al., 1975;
Pereira and Morrell, 2009). For instance, maternal motivation seems to
change throughout the postpartum period, as early postpartum mothers
preferred the pup-associated chamber over a non-pup associated
chamber when tested in the conditioned place preference (Fleming
et al., 1994; Wansaw et al., 2008), while later in the postpartum period
most females preferred the non-pup associated chamber (Wansaw et al.,
2008). This behavioral flexibility relies on changes in the functional
role of areas involved in the expression and regulation of maternal

behavior, such as the medial preoptic area (mPOA) and the medial
prefrontal cortex (Pereira and Morrell, 2011, 2009). Thus, transient
inactivation of mPOA in early postpartum abolishes the active com-
ponents of maternal behavior, while inactivation of this area on post-
partum days 13-14 augments these behaviors to levels exhibited in the
early postpartum period (Pereira and Morrell, 2009).

Maternal motivation and behavior are modulated by the mothers’
internal milieu (Pereira and Ferreira, 2016; Bridges, 2015; Rosenblatt
et al., 1988) and the characteristics of the pups (Pereira and Ferreira,
2006). For instance, mother rats prefer demanding pups (with aug-
mented physiological demands) than non-demanding pups in a pre-
ference test, indicating that demanding pups have a higher incentive
value (Pereira and Ferreira, 2006). Also, maternal females, both virgin
and lactating, exhibit more maternal responses to demanding than to
non-demanding pups (Pereira and Ferreira, 2006).

Interestingly, maternal behavior also changes according to the fa-
mily composition (Uriarte et al., 2008). In natural conditions, successful
mating during the postpartum estrus results in the temporal
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overlapping of successive litters within the maternal burrow (Calhoun,
1963; Gilbert et al., 1983). Thus, the mother will raise pups from dif-
ferent ages, with dissimilar sensory traits, physiological demands and
behavioral capabilities (i.e., mobility, thermoregulation capacity, waste
excretion) at the same time. We have previously shown in laboratory
settings that mothers with two overlapping litters take care of juveniles,
although they mostly direct their attention to the neonates (Uriarte
et al., 2008). However, as far as we are aware, there is no data showing
the relative incentive value of pups in different development stages for
rats with overlapping litters.

As pups’ characteristics strongly modulate the maternal response
(Hansen, 1993; Pereira and Ferreira, 2006), we hypothesized that this
different allocation of maternal behavior of mothers raising overlapping
litters reflects an adaptation to the specific characteristics and needs of
the two different-aged litters and not to a lack of interest in the juve-
niles. If this is the case, we will expect mothers with overlapping litters
to exhibit interest for pups from both litters in tasks specifically de-
signed to assess incentive value of different stimuli (Ferreno et al.,
2018). Thus, this study aimed to assess the relative incentive value of
neonate and juvenile pups for mothers raising overlapping litters and to
determine if the behavior of these mothers in a neonates vs. juveniles
preference test differs from the one exhibited by females raising only
neonates or only juveniles. Therefore, we tested the maternal pre-
ference towards neonates or juveniles in a three-choice preference Y-
maze test, of rats exposed to different postpartum stages and pups traits:
mothers with overlapping-litters (OLM, raising 2-4 and 22-24 days-old
pups simultaneously), and multiparous females in early (EPM, 2-4
days-old pups) and late (LPM, 22-24 days-old pups) postpartum period.

2. Material and methods
2.1. Animals

Male and female rats (Rattus norvegicus, Wistar strain, from 0 to 140
days old) were housed under controlled temperature, humidity and
light conditions, with free access to food and water. All procedures were
in accordance with the National Institute of Health Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (NIH Publications No. 8023, revised
1978) and Uruguayan law (N°18 611). The experimental protocol was
approved by the local Ethical Committee on Animal Care and Protocols
(Exp. 240011-001541-17).

2.2. Breeding procedures

2.2.1. Multiparous mothers

Primiparous dams were weaned on postpartum day (PPD) 21 and
following resumption of estrous cyclicity (usually one week later) were
re-mated. On gestation day 16 (GD16) of their second gestation, fe-
males were individually housed and starting from GD21 the presence of
pups was checked twice a day. Newborn litters were culled to eight
individuals (four of each sex) on PPD 1.

2.2.2. Overlapping-litters mothers

On GD16, pregnant nulliparous females were housed until parturi-
tion together with the same males they had previously mated with.
After the postpartum estrus, vaginal smears were performed to confirm
pregnancies and the males were removed. On GD21 of the second
pregnancy, the juveniles from the first litter, except one male and one
female, were weaned. These two juveniles remained in the maternal
cage for ten days after the birth of the second litter when the newborn
litters. Starting on GD21 of the second pregnancy the presence of pups
was checked twice a day. On PPD1 newborn litters were culled to eight
individuals (four of each sex) as in the multiparous females groups.
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2.3. Experimental procedure

Tests were performed between 10:00 and 12:00 h during the light
phase of the light/dark cycle (lights on at 5:30 AM). Females’ pre-
ference between juvenile and newborn pups was assessed in an acrylic
transparent “three-point star”-shaped maze, consisting of three equal-
sized chambers (25 X 30 X 18cm) at the end of each arm
(10 x 60 x 10 high). Two chambers contain either eight neonate pups
(newborns chamber) or two juvenile pups (juveniles chamber), while
the third chamber remained empty (neutral chamber). To homogenize
the testing conditions between the three groups, all pups used were
provided by donor mothers and remained with their mothers until the
time of testing. Each chamber has a clear perforated division allowing
the females to see, hear and smell the stimuli without physical contact.
Rats were placed in the center of the maze and allowed to explore the
empty maze for a 15-min habituation period. After that, the stimuli
were placed in the chambers and the cumulative time the females spent
in each chamber was recorded during a 15-min testing period.
Additionally, we measured the number of attempts to gain access to
each stimulus (bouts of biting and scratching the division) performed
by the females. The entire maze was cleaned with a 50% ethanol/water
solution and dried thoroughly between tests. The locations of the sti-
muli were randomly counterbalanced between subjects. Measures of
preference included (1) the percentage of animals in each group in-
vesting in a particular chamber at least 50% of the total time of the test,
with the additional caveat that this time had to be at least 25% greater
than that spent in either of the two remaining chambers, and (2) the
time spent in each chamber (Agrati et al., 2008; Pereira and Ferreira,
2006).

2.4. Statistics

Data are expressed as medians and semi-interquartile ranges (SIQR).
As variances were not homogeneous, behavioral data were analyzed by
means of non-parametric tests. Kruskal-Wallis one-way analysis of
variance followed by Mann-Whitney U test were employed for com-
parisons of independent samples (between groups), while Friedman
two-way analysis of variance followed by Wilcoxon matched pairs test
were used for comparisons of dependent data (within groups) (Siegel
and Castellan, 1988).

3. Results and discussion

Present results show that the three groups of mothers, regardless of
their hormonal milieu or litter composition, preferred the compart-
ments with pups over the neutral one. Moreover, the time spent in the
neutral chamber remained unchanged through the three groups
(Hz4) = 2.98, p = NS; Fig. 1). This result is in accordance with pre-
vious reports showing the high incentive value that pups have for lac-
tating mothers (Agrati et al., 2016; Ferrefo et al., 2018; Wansaw et al.,
2008; Fleming et al., 1994; Lee et al., 2000).

As expected, EPM spent significantly more time in newborns’
chamber than in juveniles compartment (T(gy = 1.0, p < 0.05) whilst
LPM showed a significant decrease in newborns chamber compared to
EPM (Ug12) = 4.0, p < 0.05) and an increase in the time spent in the
juveniles compartment (Ugq0) = 18.0, p < 0.05) (Fig. 1). In ac-
cordance, 88% of EPM preferred the newborns, while only 8% of LPM
preferred them (Table 1). These results agree with the literature that
shows that although postpartum rats remain highly responsive to young
for a prolonged period after parturition, their maternal behavior
changes along lactation (Grota and Ader, 1974; Pereira and Morrell,
2009). Thus, both in typical laboratory housing conditions (Reisbick
et al., 1975; Rosenblatt, 1975; Pereira and Morrell, 2009) and in more
complex housing environments where dams can choose to spend time
with the pups (Grota and Ader, 1974; Pereira et al., 2008), a reduction
in the expression of maternal behavior and in the time spent with the
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Fig. 1. Time (s) spent in newborns chamber (white bars), juveniles chamber
(gray bars) and neutral chamber (black bars) by Early postpartum mothers
(EPM), n = 8, Late postpartum mothers (LPM), n = 12 and Overlapping litters
mothers (OLM), n = 14. *p < 0.05 compared to newborn and **p < 0.01
compared to newborns and juveniles chambers, Wilcoxon matched pairs test; #
p < 0.01 compared to the same chamber of the EPM and OLM groups and ##
p < 0.01 compared to the same chamber of EPM group, Mann-Whitney U test.
Data are expressed as median (SIQR).

Table 1
Females’ preference and the number of attempts to reach the stimuli in the Y
maze preference test.

EPM LPM OLM
Preference
Newborns chamber 7/8 1/12 4/14
Juveniles chamber 0/8 4/12 0/14
No preference 1/8 7/12 10/14
Number of attempts
Newborns 39.4 (15.1) 1.9 (3.5)" 32.3 (9.5)
Juveniles 8.3 (6.8) 10.5 (5.3) 9.0 (7.4)

* p < 0.01 compared to newborn attempts, Wilcoxon matched pairs test.

# p < 0.01 compared to the number of attempts of the EPM and OLM, Mann-
Whitney U test. Data are expressed as proportions (number of females that
expressed a preference/total number) or in median (SIQR).

litter occurs as postpartum period advances (Reisbick et al., 1975; Grota
and Ader, 1970; Pereira et al., 2008). In accordance, as mentioned
previously, maternal motivation assessed in the conditioned place
preference paradigm seems to decrease throughout the postpartum.
Thus, during the first postpartum week most mothers preferred the pup-
associated chamber over a non-pup- (Fleming et al., 1994; Wansaw
et al., 2008) or even a cocaine-associated chamber (Mattson et al.,
2001; Seip and Morrell, 2007), while later in the postpartum period
opposite results were found (Wansaw et al., 2008; Mattson et al., 2001).

Interestingly, OLM spent high amounts of time both in the new-
borns’ and in the juveniles’ chambers (Fig. 1), and while 29% of females
preferred the newborns, the majority (71%) did not display a pre-
ference for any of the pups chambers (Table 1). These results suggest
that both neonates and juveniles have high incentive value for OLM,
supporting the view that the low levels of MB of OLM towards juveniles
reported previously (Uriarte et al., 2008) represent a maternal adjust-
ment to take care of “less demanding” pups rather than a lack of interest
for them. Moreover, OLM exhibited a unique behavioral profile in the
Y-maze when compared to EPM and LPM, as they spent a similar
amount of time in the newborns chamber to that of the EPM
(U149 = 28.0, p = NS) and in juveniles compartment to that of the
LPM (U(12’14) = 50.5, pP= NS).

Despite that the amounts of time that OLM spent near pups from
both litters did not differ, they significantly performed more attempts to
reach the newborn than the juvenile pups (T(14) = 14.0, p < 0.01),
suggesting that although both types of offspring have incentive salience
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for these mothers, the relative value of newborn vs. juveniles is greater.
As dopamine (DA) release in nucleus accumbens (Nacc) has been im-
plicated in the activational aspects of motivated behaviors, that is, the
effort that individuals are willing to do to achieve a specific goal
(Salamone et al., 1994; Salamone and Correa, 2012), we can speculate
that the difference observed in OLM effort for neonates vs. juveniles
could be due to a differential release of DA in the Nacc elicited by both
kinds of pups. In this line, it has been demonstrated that maternal fe-
males exhibit an increase in DA levels in the Nacc when they interact
with pups (Hansen et al., 1993; Champagne et al., 2004; Robinson
et al., 2011; Shnitko et al., 2017), even if physical contact is precluded
but the mothers can smell, see, and hear the pups (Afonso et al., 2013)
as occurs in the Y maze in the present study. Interestingly, Hansen and
co-workers (1993) observed that pups soiled with flowerpot earth
evoked more active maternal responses and elicited a higher increase of
maternal DA levels in the Nacc than clean pups. As neonates have in-
creased physiological demands when compared to juveniles, it is pos-
sible that their sensory characteristics evoke a greater DA release in
OLM, and consequently more effort to try to get them. It would be in-
teresting to assess if neonates and juveniles elicit a differential DA re-
sponse in the Nacc of OLM.

The high levels of effort exhibited by OLM to get in physical contact
with the newborns were similar to those displayed by EPM
(Ugs,14) = 45.5, p = NS). As only these groups of mothers had experi-
enced a recent parturition, we posit that the hormonal exposure during
gestation and parturition is crucial for the allocation of incentive value
of the stimulus by mothers and is important for its capacity to adapt
their care-taking behavior to the high demands of the newborn pups.
Accordingly, it has been shown that pups’ presence elicits a DA incre-
ment in the Nacc of virgin females exposed to a hormonal regimen that
mimics pregnancy and parturition (Afonso et al., 2013, 2009), attri-
buting a role of gestational steroids in the sensitivity of the mesolimbic
dopaminergic system to pups cues.

The lack of preference between newborns and juveniles of the OLM,
together with the differential response to pups of the two litters in the
Y-maze, are in line with, and contribute to the idea that motivational
processes underlying maternal response to pups contribute to the
adaptation of the response of the mother to pups’ needs and the context
(Pereira and Ferreira, 2016). Also, behavioral similarities and differ-
ences between OLM, EPM, and LPM point out to a principal role of
endocrine factors in the adaptation of the maternal behavior and mo-
tivation to different contexts (Wansaw et al., 2008).

In conclusion, in the model of overlapping litters, both neonates and
juveniles have an incentive value for the mothers, although they make
more effort for the neonates. Also, maternal motivation appears to be
modulated not only by the characteristics of the pups but also by the
female’s endocrine status and maternal experience. Future experiments
investigating whether this behavioral adaptation is hormone-dependent
(i.e., testing mothers with sham-overlapping litters -with their own
juveniles and foster newborns, without going through a new pregnancy
and parturition-) or experience-dependent (testing: mothers with
overlapping litters without previous maternal experience) would con-
tribute to elucidate this issue.
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ANEXO 2

Evaluacion del valor de incentivo de crias juveniles para hembras en

posparto tardio

JUSTIFICACION

En ratas y muchos otras especies de roedores, las madres muestran comportamiento
maternal hacia las crias inmediatamente luego del parto (J. Rosenblatt, 1969). Estos
cuidados se van adaptando a medida que el posparto avanza y las crias crecen y ganan
independencia mostrando que el posparto es dinamico y cambiante (Grota & Ader,
1974; Grota & Eik-Nes, 1967). Este ajuste del comportamiento maternal es regulado
principalmente por la estimulacién recibida de las crias (A. Fleming & J. Rosenblatt,
1974; J. Rosenblatt, 1969, 1975; J. Terkel & Rosenblatt, 1971) que juegan un
importante rol en el mantenimiento del comportamiento maternal y en su decline a

partir de la segunda semana posparto (R.E Featherstone, Fleming, & Ivy, 2000).

Ademas del repertorio conductual maternal caracteristico cuando estan con las crias, las
madres invierten tiempo y esfuerzo por estar cerca y lograr el acceso a las mismas (Lee,
et al., 1999). Ademas, las madres prefieren un ambiente asociado a crias sobre uno
neutro o asociado a comida a diferencia de hembras virgenes (A. Fleming & Korsmit,
1996; A. Fleming, et al., 1994); y prefieren un a ambiente asociado a crias frente a
otros estimulos reforzadores como cocaina en el posparto temprano (B. J. Mattson, et
al., 2001; K. Seip & Morrell, 2007), mientras que en el posparto tardio no muestran
preferencia por un lugar asociado a crias o uno neutro (de edad pareada al momento del
posparto) (A. Fleming & Korsmit, 1996) y prefieren un ambiente asociado a cocaina
frente a uno asociado a crias (B. J. Mattson, et al., 2001). De forma interesante, la
preferencia por un ambiente asociado a cocaina frente a un ambiente asociado a salina
(neutro) se mantiene estable a lo largo del periodo posparto analizado: dias 8 a 18
posparto mostrando que mientras otros estimulos reforzadores se mantienen invariables,
el valor de incentivo de las crias cambia a través del posparto otorgando una notable
especificidad al flexible repertorio maternal. Sin embargo, no podemos asegurar que
durante el posparto tardio los juveniles no posean valor de incentivo para las madres.
Por un lado los trabajos de Wansaw Yy cols (2008) evaltan la motivacion de las hembras

en un paradigma de condicionamiento en ausencia del estimulo y sus claves sensoriales.
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En este sentido, la ausencia de preferencia por juveniles y un objeto no indica su valor
de incentivo relativo a otro estimulo de similares caracteristicas bioldgicas. De forma
interesante crias de 16 dias de edad de la cepa Wistar prefieren el olor de una hembra
lactante frente a una nulipara (Leon & Moltz, 1971) y crias de hasta 26 dias de edad de
la cepa Sprague-Dawley prefieren el olor de su propia madre frente al de otras hembras
lactantes (Holinka & Carlson, 1976). El vinculo madre-crias en modulado y ajustado
reciprocamente (A. Fleming, et al., 1999; A. Fleming, et al., 1988; M Numan & Insel,
2003). Si las crias de avanzada edad son capaces de sentir atraccion y preferir las claves
sensoriales como el olor de una madre, seria posible pensar que las madres prefieran a

crias juveniles frente a un estimulo social neutro.
HIPOTESIS

Los juveniles son estimulos con valor de incentivo para una hembra lactante primipara

en posparto tardio.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la preferencia por juveniles de hembras primiparas en posparto tardio.
OBJETIVO ESPECIFICO

Comparar la eleccion de hembras primiparas entre crias juveniles y un estimulo social

neutro durante el posparto tardio en el laberintoen Y.
MATERIALES Y METODOS

Con este objetivo, evaluamos la preferencia hacia juveniles o hembra en diestro en una
prueba de preferencia en Y, de hembras primiparas en posparto tardio, dia 22 a 25
posparto (N=8).

La obtencion de animales se realizd de acuerdo al procedimiento general descrito en el

Experimento 1.

Cada hembra fue testeada con crias propias, 1 hembra y un macho para evitar sesgo por
sexo. Las hembras en diestro utilizadas como estimulo social neutro, fueron hembras

virgenes de 3 meses de edad de 250 g aprox. Alojadas en las condiciones descritas en el
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Experimento 1 y seleccionadas en ese estadio del ciclo estral a traves de frotis vaginal.

Cada hembra en diestro fue utilizada solo una vez.

La prueba de preferencia se realizé segin el procedimiento para el “Modelo de

preferencia” descrito en el Experimento 1.
RESULTADOS

Las hembras primiparas lactantes en posparto tardio mayoritariamente prefirieron a las
crias juveniles propias (de edad correspondiente al momento del posparto) que a un

estimulo social neutro como una hembra en diestro (Tab. 6).

Asi mismo, el tiempo que inviertieron en el compartimiento de los juveniles es mayor
que el invertido en el compartimiento de la hembra en diestro y a su vez, méas que en el
neutro (Fig. 22). Por otra parte, visitaron los tres compartimientos y lo hicieronmas

veces al de los juveniles (Tab. 6).

Tabla 6. En la parte superior de la tabla se muestran el nimero de hembras que prefieren
juveniles, hembra en diestro, neutro o que no prefieren ninguno de los tres compartimientos
sobre el total de hembras del grupo. En la parte inferior de la tabla se muestra el nimero de
entradas de las hembras a los cada uno de los tres compartimientos durante la duracién de la
prueba.

Preferencia N° de entradas

Crias juveniles 6/8 8,0 (2,3)
Hembra en diestro 1/8 7,0 (0,6)
Neutro 0/8 4,5 (2,0)*

No prefieren 1/8

*p<0.05 vs juveniles, prueba de Friedman seguida de prueba de Wilcoxon (para medidas
dependientes). Los datos se expresan como Medianas (RSIC).
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Figura 22. Tiempo de permanencia en los compartimientos de juveniles, hembra en diestro y neutro de
las hembras primiparas en posparto tardio. *p<0.05 vs juveniles y #p<0.05 vs hembra en diestro, prueba
de Friedman seguida de prueba de Wilcoxon (para medidas dependientes). Los datos se expresan como
edianas (RSIC).

CONCLUSIONES

En este experimento, mostramos que las crias juveniles son estimulos con valor de
incentivo para las madres en el posparto tardio. Sabemos que las crias neonatas durante
el posparto temprano son estimulos con fuerte valor de incentivo y las madres muestras
una motivacién selectiva para interactuar con ellas (A. Fleming, et al., 1994; Lee, et al.,
1999; B. J. Mattson, et al., 2001). Y aunque el comportamiento maternal cambia y
disminuye a lo largo del posparto (M Pereira & Morrell, 2009), asi como la motivacién
maternal ajustandose a las necesidades de las crias y el estado fisioldgico de las hembras
(A. Fleming & Korsmit, 1996; B. J. Mattson, et al., 2001), las crias juveniles siguen

teniendo valor de incentivo para las madres.

La evidencia que indica que durante el posparto tardio la motivacion maternal
disminuye, comparan las propiedades reforzadoras de las crias con estimulos de
diferente naturaleza y procesamiento (B. J. Mattson, et al., 2001; Wansaw, et al., 2008).
Ademas, evallan este proceso en paradigmas de condicionamiento que conllevan
aprendizaje como el “condicionamiento de preferencia a lugar” comparando estimulos
reforzadores naturales a los cales subyace un proceso de motivacién primaria —no
aprendida- (Salamone & Correa, 2012), con estimulos de otras caracteristicas

sensoriales, no naturales y que son sustentados por procesamientos neurales diferentes

102



(K. Seip & Morrell, 2009; K. Seip et al., 2008). Por otro lado, el valor de incentivo de
las crias es altamente dependiente del estado maternal de las hembras (A. Fleming, et
al., 1994; A. Fleming & Luebke, 1981) mientras que la cocaina no e incluso se mantiene

invariable a través del posparto (K. Seip, et al., 2008).

Estos resultados a la luz de los estudios previos, revelan la importancia del tipo de
analisis que se hace, con qué se compara y la “fortaleza” de la maternidad incluso en

etapas tardias.
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ANEXO 3

Valor de incentivo de crias juveniles propias vs ajenas para hembras

en posparto tardio.
JUSTIFICACION

El comportamiento maternal exhibido por las ratas hacia las crias neonatas luego del
parto, no es selectivo, ya que es dirigido tanto hacia las crias propias como hacia crias
ajenas durante el periodo posparto. Es decir que las crias neonatas conespecificas son
reconocidas como un estimulo positivo independientemente de si forman parte de la
camada propia (A. Fleming & Luebke, 1981; Siegel & Rosenblatt, 1975). La mayoria
de los trabajos que evallan diferentes aspectos de la maternidad, lo hacen en la primera
etapa del posparto (dias 1 al 14 posparto) (A Ferreira, Pereira, Agrati, Uriarte, &
Fernandez-Guasti, 2002; M Pereira & Ferreira, 2006; M Pereira & Morrell, 2009;
Wansaw, et al., 2008) y desconocemos si esta no selectividad maternal se mantiene
cuando se acerca el periodo de destete. Sabemos que las crias juveniles son capaces de
reconocer las claves sensoriales de su madre sobre otra madre (Holinka & Carlson,
1976; Leon & Moltz, 1971) y que a su vez los juveniles son estimulos que poseen valor
de incentivo para las madres en posparto tardio (Anexo 2). Sin embargo, a medida que
crecen y el vinculo se refuerza, podria ocurrir que las hembras sean capaces de
identificar a sus crias juveniles y que el valor de incentivo de éstas sea mayor que el de
crias juveniles ajenas de la misma edad; o por el contrario, cualquier cria juvenil

conespecifica podria tener valor de incentivo para las madres.
HIPOTESIS

Los juveniles son estimulos con valor de incentivo para una hembra lactante primipara

en posparto tardio independientemente de si son propios 0 ajenos.
OBJETIVO GENERAL

Evaluar la preferencia por juveniles propios de hembras primiparas en posparto tardio.
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OBJETIVO ESPECIFICO

Comparar la eleccion de hembras primiparas entre crias juveniles propias y crias

juveniles ajenas en el posparto tardio en el laberintoen Y.
MATERIALES Y METODOS

Con este objetivo, evaluamos la preferencia hacia crias juveniles propias o crias
juveniles ajenas en una prueba de preferencia en Y, de hembras primiparas en posparto
tardio, dia 25 posparto (N=7).La obtencion de animales se realizd de acuerdo al
procedimiento general descrito en el Experimento 1.Cada hembra fue testeada con crias
propias, 1 hembra y 1 macho para evitar sesgo por sexo; o crias ajenas, 1 hembra y 1
macho, provenientes de otra madre en el mismo dia posparto del pool de madres del

bioterio. Cada par de crias ajenas fue utilizado solo una vez.

La prueba de preferencia se realizd segin el procedimiento para el “Modelo de

preferencia’” descrito en el Experimento 1.
RESULTADOS

Las hembras primiparas en posparto tardio invierten tiempos similares en los
compartimientos de crias juveniles propias o ajenas en relacion al compartimiento
neutro (F7,=10,57, p=NS; prueba de Friedman) (Fig 23). A su vez, el nimero de veces

que visitan los compartimientos, no difiere entre ambos tipos de crias (Tab 7).
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Figura 23. Tiempo de permanencia en los compartimientos de crias juveniles propias, crias
juveniles ajenas y neutro de las hembras primiparas en posparto tardio. *p<0.05 vs juveniles
propios y ajenos, prueba de Friedman seguida de prueba de Wilcoxon (para medidas
dependientes). Los datos se expresan como Medianas (RSIC).
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En linea con esto, la mayoria de las hembras no mostraron preferencia por ninguno de

los estimulos (Tab. 7).

Tabla 7. Numero de hembras que prefieren juveniles propios, juveniles ajenos, neutro o que no
prefieren ninguno de los tres compartimientos sobre el total de hembras del grupo ndmero de
entradas de las hembras a los cada uno de los tres compartimientos.

Preferencia N° de entradas

Crias propias 1/8 10 (1,8)
Crias ajenas 1/8 10 (1,3)

Neutro 0/8 4(1,8)*
No prefieren 5/8

*p<0.05 vs juveniles propios y ajenos, prueba de Friedman seguida de prueba de Wilcoxon
(para medidas dependientes). Los datos se expresan como Medianas (RSIC).

CONCLUSION

Los resultados obtenidos evidencian que las crias juveniles, independientemente de si
son propias o ajenas son un estimulo con valor de incentivo para una madre en posparto

tardio.

Sabemos que durante el posparto temprano las hembras poseen una fuerte motivacion
maternal para interactuar con las crias y en este sentido las crias poseen un fuerte valor
de incentivo para las madres (Afonso, et al., 2013; D Agrati, Fernandez-Guasti, et al.,
2008; A. Fleming, et al., 1989; A. Fleming, et al., 1994; A. S. Fleming, et al., 2002).
Esta fuerte atraccidn, ocurre tanto si esas crias neonatas fueron paridas por esa madre, 0
si son ajenas, es decir que provienen de una camada de otra madre (A. Fleming &
Luebke, 1981; Lee, et al., 2000). Hasta el momento desconociamos si esto ocurria
durante el progreso del posparto. En este sentido, aunque la motivacién maternal
disminuye en el posparto tardio, las crias juveniles siguen siendo estimulos con valor de

incentivo (ANEXO 2) independientemente de si son crias juveniles propias o0 ajenas.
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ANEXO 4

Articulo enviado a la revista Journal of Neuroendocrinology.
Raising overlapping litters: An approach towards understanding maternal flexibility

and its neural circuitry.Pose S., Zuluaga M. J., Ferrefio M., Agrati D., Bedd G., Uriarte
N.
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Abstract

The maternal behavior of a rat dynamically changes during the postpartum period,
adjusting to the sensory traits and physiological needs of the pups. This adaptation has
been attributed to functional modifications in the maternal circuitry. Maternal behavior
can also flexibly adapt according to the family composition. Thus, mothers with two
overlapping litters can simultaneously take care of neonate and juvenile pups; mostly
directing their attention to the newborns. We hypothesized that the maternal circuitry of
these mothers would show a differential activation pattern depending on the pup stimuli
presented. Thus, we evaluated the participation of several areas of the maternal circuitry
in mothers of overlapping litters, by using c-Fos immunoreactivity as a marker of
neuronal activation. Results showed that mothers with overlapping litters display
different behavioral responses towards their newborn and their juvenile pups.
Interestingly, these behavioral displays were associated with specific patterns of
activation of the maternal neural circuitry. Thus, a similar expression of c-Fos was
observed in some key areas, such as the medial preoptic area and the nucleus
accumbens, while a differential activation was quantified in the ventral region of the bed
nucleus of the stria terminalis, the infralimbic and prelimbic subregions of the medial
prefrontal cortex and the basolateral and medial nuclei of the amygdala. These
particular profiles of activation of the neural circuitry that controls maternal behavior in
mothers with overlapping litters, with elements that seem to resemble early and late
postpartum periods, could be allowing them to respond adequately to the newborns and
the juveniles.

Keywords

Maternal behavior; overlapping litters; behavioral flexibility; lactating rats; c-Fos

immunoreactivity
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1. Introduction

Maternal behavior in rats, as in most mammalian species, implicates a complex
repertoire of activities that ensure the survival of the progeny and shapes its neural and
behavioral development [ 21Its neural basis involves several brain regions, including
key areas such as the medial preoptic area (mPOA) and the ventral portion of the bed
nucleus of the stria terminals (vVBNST), as well as regions implicated in processing
biologically relevant stimuli, such as the amygdala (Amy). Other important regions are
general motivational systems, such as the dopaminergic mesolimbic system, which
includes the nucleus accumbens (NA), and areas implicated in selective attention and

decision making such as the medial prefrontal cortex (mPFC) 341,

Several studies have highlighted the importance of these areas in the regulation of
maternal behavior by showing that lesions in the mPOA or in the vBNSTB-L, as well as
the impairment of the connectivity between the mPOA/vBNST and the mesolimbic
dopaminergic system [10-121 abolish its expression. Based on these and other studies,
Numan proposed that mPOA/vBNST efferents to the ventral tegmental area (VTA)
facilitate dopaminergic inputs to the NA, which in turn release the ventral pallidum
from the inhibitory influence of this nucleus, promoting the expression of voluntary
maternal response towards pups 3 131, In this neural model, the activity of the circuit is
modulated by inputs from different amygdala nuclei and the mPFC, which carries

information related to pup’s stimulil!# 131,

In accordance, studies employing c-Fos as a marker of neural activation have
documented that the main areas of this circuitry are activated in maternal rats after

interacting with pups [13]. Moreover, the pups- over cocaine- choice of lactating rats in a
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conditioned place preference test is associated with elevated c-Fos-like
immunoreactivity expression within the infralimbic (IL) and cingulated (Cgl)

subregions of the mPFCU¢l,

Interestingly, maternal behavior dynamically changes throughout the progression of the
postpartum period, adjusting to the sensory traits and physiological needs of the pups
[17-201 "and this adaptation has been attributed to functional modifications in the maternal
circuitryl!® 21, Thus, the transient inactivation of the mPOA in early postpartum, when
maternal behavior is maximal, abolishes its expression, while inactivation of this area
on postpartum days 13—14, when the maternal response is reduced, augments its
expression ['°1. Moreover, by the transient inactivation of mPFC subregions during early
and late postpartum, Pereira & Morrelll?!] propose that the IL subregion promotes the
expression of maternal behavior during early postpartum, while later the PrLL subregion
acquires a more relevant role in regulating maternal responsiveness. Together, these
studies suggest that functional changes in the mPOA and the mPFC sustain the
appropriate maternal response to the needs of offspring throughout the postpartum

period.

Lactating females are also able to flexibly adapt their maternal behavior according to
family composition 22231, In natural conditions, successful mating during the
postpartum estrus results in the temporal overlapping of successive litters within the
maternal burrow?* 23], Thus, in this unique reproductive context, the mother will raise
pups from different ages with different sensory traits, physiological demands and
behavioral capabilities (i.e., mobility, thermoregulation capacity, waste excretion) at the

same time. We have previously shown that mothers with two overlapping litters (OL)
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take care of both newborns and juveniles, and do not choose between them in a
preference test 2> 231, However, they mostly direct their attention 2%} and effort towards
the newborns [23]. Hence, these dams show a unique behavioral profile, simultaneously
taking care of pups in different developmental stages. As far as we are aware, there is
currently no data showing how their maternal neural circuitry activates when they are

exposed to either the newborns or the juveniles litter.

Based on this evidence, we hypothesized that the maternal circuitry would show a
differential activation pattern depending on the pup stimuli presented to the OL
mothers. Thus, this study aimed to evaluate the participation of areas previously known
to be involved in the maternal circuitry of mothers with single litters, in OL mothers,

using c-Fos immunoreactivity as a marker of neuronal activation.

2. Materials and methods

2.1. Animals
Male and female rats (Rattus norvegicus, Wistar strain, from 0-140 days old) were
housed under controlled temperature, humidity and light conditions, with free access to
food and water. All procedures were in accordance with the National Institute of Health
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publications No. 8023, revised
1978) and Uruguayan law (N°18.611). The experimental protocol was approved by the

local Ethical Committee on Animal Care and Protocols (Exp. 240011-001541-17).

2.2. Experimental groups
In order to detect how is the activation of different areas of the maternal neural circuitry

associated with the maternal behavior of lactating rats raising overlapping litters, we
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assessed c-Fos immunoreactivity in OL dams after a maternal behavior test 1) with
newborn pups (5 to 6 days old) (n=6), 2) with juvenile pups (26 to 27 days old) (n=6),

and 3) without re-exposition to pups (no exposure group) (n=5).

2.3. Breeding procedures
The breeding procedure was performed following Uriarte et al. (2008)221, Briefly, on
gestation day (GD) 16, pregnant nulliparous females were housed until parturition
together with the same males they had previously mated with. After the postpartum
estrus, vaginal smears were performed to confirm pregnancies, and the males were
removed. On GD21 of the second pregnancy, the juveniles from the first litter, except
one male and one female, were weaned. Starting on GD21 of the second pregnancy the
presence of pups was checked twice a day. The day of parturition was considered
postpartum day (PPD) 1. On PPD2 newborn litters were culled to eight individuals (four

of each sex).

2.4. Behavioral procedures
On PPD 5 the OL mothers with their pups were transported in their home cages to the
testing room, where they were left undisturbed for 60 minutes. Afterward, all the pups
were removed and left outside the room. After 10 minutes, mothers were tested for
maternal behavior with either newborns or juveniles. Selected behaviors - retrieving of
pups to the nest, mouthing, body and anogenital licking behaviors and sniffing -, as well
as the latency to retrieve the first pup were recorded for 15 minutes 2. For the no
exposure group, the pups were removed, and following 10 minutes the cage was
manipulated in the same manner of the other groups, but no pups were introduced. All

the dams remained under the testing conditions for 90 minutes.
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2.5. Tissue preparation
Ninety minutes after testing, the dams were injected intraperitoneally with an overdose
of sodium thiopental (100mg/kg) and perfused transcardially with ice-cold heparinized
phosphate-buffered saline (PBS) followed by 4% paraformaldehyde (PFA, Sigma-
Aldrich Co.) in PBS. Brains were removed and post-fixed in PFA for 12 h at 4 °C,
followed by 15% and then 30% sucrose solutions at 4 °C for cryoprotection. The brains
were stored at —80 °C and were sectioned coronally in a cryostat (40pm thickness). The
sections of the areas of interest were collected into four adjacent series, which were
40um apart and stored at —20 °C in an anti-freeze solution (pH 7) made with 1% de
PVP-10, 30% ethylene glycol, 30% sucrose and PBS. One series per animal was used
for the immunohistochemical processing, and one adjacent series was Nissl stained to

identify specific brain areas(?”l.

2.6. Immunohistochemistry
c-Fos protein expression was determined by immunohistochemistry on free-floating
sections. Sections were processed following Phillips-Farfan& Fernandez -Guasti
(2007)1271 protocol. Briefly, the sections were transferred from the anti-freeze solution to
a 0.05 M Tris buffer (TB, pH 7.6) for rinsing. Then they were incubated with TB plus
0.5% H,0,, followed by TB plus 1% H,0, and finally TB plus 0.5% H,0,; these
incubations were done for 30 minutes in order to inactivate the endogenous peroxide
enzymes. After rinsing with TB, TB plus 0.9 % NaCl (TBS, pH 7.6) and TBS plus 0.5
% Triton X-100 (Sigma-Aldrich Co.) (TBST), the sections were blocked with a solution
containing 5% horse serum and 3% bovine serum albumin diluted in TBST. After

rinsing, the sections were incubated for 36 h at 4 °C in primary antibody, goat
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polyclonal antibody directed against the amino-terminal end of the c-Fos human protein
(sc-52-G, Santa Cruz Biotechnology Inc.), diluted 1:2600 in TBST with 1% horse
serum, 2% bovine serum albumin. Afterwards, they were rinsed and incubated in the
secondary antibody (biotinylated horse polyclonal antibody directed against goat serum
proteins, Vector Laboratories) at a 1:200 dilution for three hours. Finally, the sections
were incubated in avidin-biotin complex (ABC kit, Vectastain Elite, Vector
Laboratories, Burlingame, CA) at a 1:800 dilution for 3 h and processed using the
diaminobenzidine-peroxidase method of visualizing antigen binding sites (DAB kit,
Vector Laboratories, Burlingame, CA). Stained sections were mounted on poli-L-
lysine-covered slides, dehydrated in alcohol and xylene, and coverslipped. All
experimental groups were assayed together and in all immunohistochemical procedures
were included sections that served as negative controls (the primary antibody was not

added; otherwise all the other procedures were exactly the same).

2.7. Immunoreactive c-Fos expression analysis
Based on previous studies analyzing the maternal circuitry the selected areas were:
mPFC (cingulate-Cg1-, prelimbic-PrL- and infralimbic-IL- areas), NA (shell and core),
mPOA, vBNST, and Amy (central -CeA-, medial-MeA-, and basolateral-BLA). They
were identified using both Nissl-stained adjacent-sections and “The rat brain in
stereotaxic coordinates” atlas [?81. The region of interest (ROI) for a particular brain
region was kept constant for all c-Fos determinations and was defined from the Nissl-
stained adjacent-section. The anteroposterior limits (referred to as Bregma) of the
counted brain regions and their ROI were: mPFC: 3.24 to 3.00 mm (Cgl ROI =
0.2mm?, PrL ROI = 0.2mm? and IL ROI = 0.2mm?); NA: 1.92 to 1.44 mm (Core ROI =

0.5mm? and Shell ROI = 0.4mm?); mPOA and vBNST: 0.12 to -0.48 mm (mPOA ROI

Page 8 of 25
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= 0.5mm?, vBNST ROI =0.16 mm?); Amy: -2.76 to -3.12 mm (CeA ROI = 0.2 mm?,

BLA ROI =0.15 mm?, MeA ROI = 0.4 mm?).

Sections were visualized under a Nikon Eclipse 80i 241 epifluorescence microscope
with a 10X objective. Images of the selected brain region were taken bilaterally with a
Nikon DS-5Mc-U2 digital cooled camera using Nikon Nis Elements 3.1 Advanced
Research software. To optimize detection and analysis of c-Fos-positive cells, images
were converted into 8-bit images using FIJI software [?°1. A cell was labeled c-Fos-
positive when the immunoreactivity was nuclear (verified visually) and the nucleus had
the following characteristics (restricted with the FIJI software filters): it was 70—-100%
black, 10-100pum in size and roughly circular (ratio between 0.5-1.0). The number of c-

Fos positive cells is reported as the mean from both sides for each brain area.

2.8. Statistical analysis
Behavioral data are expressed as medians (semi-interquartile ranges, SIQR) and
comparisons of the maternal behavior between dams exposed to newborns and juveniles
were performed by the Mann—Whitney U-test. The number of c-Fos-positive cells is
expressed as means + standard error of the mean (SEM) and was analyzed by the one-
way ANOVA test, followed by Fisher LSD post-hoc test. In all cases, the level of

statistical significance selected was p< 0.05.
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3. Results

3.1. Maternal behavior
Table 1 shows the maternal behaviors carried out by the OL mothers towards the
newborn or the juvenile pups during the 15 minutes maternal behavior test. OL mothers
explored both types of pups, and no differences were observed in sniffing behavior of
dams toward newborns and juveniles (U =13.5, p=0.73). However, mothers directed
more maternal care toward newborns than juveniles. Thus, newborn pups elicited higher
levels of body licking (U 6=4.5,p<0.05), anogenital licking (U 6=5.5, p<0.05),
mouthing (U 6=6.0, p<0.05) and retrieving (U 6=0.0, p<0.01) than juveniles.
Moreover, only mothers tested in the presence of newborns showed nest building
behavior (U 6=0.0, p<0.05) and reunited all the pups in the nest (0/6 juvenile group vs.

6/6 newborn group).

3.2. Quantification of c-Fos expression in brain areas related to the control of
maternal behavior
Staining obtained in the sections processed was exclusively nuclear and resembled
previous reports of c-Fos expression 271, Sections processed for c-Fos
immunohistochemistry without the primary antibody (negative controls) were
completely unstained. Due to problems related to tissue conservation, one brain of the
dams tested with newborns and one brain of the dams tested with juveniles were

discarded from the c-Fos analysis.

3.2.1. Medial Preoptic Area and Bed Nucleus of the Stria Terminalis
As it is shown in Figure 1, c-Fos activation levels in the mPOA and vBNST varied

among the groups(F,,15= 8.44; p<0.05 and F(, 11y= 30.04; p<0.05, respectively).Thus,

10
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the exposure of OL mothers to newborns or juveniles exerted similar c-Fos levels in the
mPOA (p= 0.97), which were significantly higher than those observed in the no

exposure group (p<0.05 vs. newborns and juveniles groups).

However, in the vBNST, although the presence of both types of pups elicited a higher
number of c-Fos-positive cells than the lack of exposure to these stimuli (p<0.05
newborns and juveniles vs. no exposure), mothers exposed to newborns presented more
c-Fos cells than those who interacted with juveniles (p<0.05 vs. juveniles and no

exposure groups).

3.2.2. Medial Prefrontal Cortex
Figure 2A illustrates the c-Fos expression on the medial prefrontal cortex, where
significant differences in the number of c-Fos-positive cells were observed among the
groups in the PrL (F(,,13=209.31, p<0.001) and the IL (F,13=9.93, p<0.01) subregions.
In this sense, the number of c-Fos-positive cells in the PrL area was significantly higher
in the dams exposed to newborns and juveniles than in the no exposure groups (p<0.05
newborns and juveniles vs. no exposure). Interestingly, in this area the interaction with
juveniles was associated with a higher expression of c-Fos than the interaction with
neonates (p<0.05). In the IL area, although newborns and juveniles elicited a higher c-
Fos expression than the no exposure condition (p<0.05 newborns and juveniles vs. no
exposure), the exposure to newborns exerted a higher expression of c-Fos when
compared to the juveniles (p<0.05). The quantitative analysis of the c-Fos expression
levels in the Cgl area showed no significant difference among the experimental groups

(F,13=1.19; p= 0.34) (Fig. 2A).
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3.2.3. Nucleus Accumbens
The levels of c-Fos activation in the NA (Figure 2C) varied among groups both in the
core (F2,13y= 4.28; p<0.05) and the shell subregions (F,,13= 4.51; p<0.05).
Both in NA core and NA shell, the exposure of the mother to newborn or juvenile pups
exerted a higher c-Fos expression than the no exposure group (newborn and juvenile vs.
no exposure: core: p<0.05 and shell: p<0.05). The levels of c-Fos expression in both
subregions did not differ between OL mothers that interacted with newborns or

juveniles (newborns vs juveniles: core: p=0.98 and shell: p=0.98).

3.2.4. Amygdala
As shown in Figure 2E no differences were observed in the levels of c-Fos activation in
the CeA (F(2,12)=1.55; p= 0.25) between groups. In contrast, both in the MeA and BLA
areas, the expression of c-Fos differed among groups (MeA: F(; 12=1.55; p<0.05 and
BLA: F(;,12)=1.55; p<0.05). In this sense, the c-Fos levels in the MeA were higher in the
OL mothers tested with juveniles when compared to the other groups (p<0.05 vs.
newborn and no exposure), while no difference was found between the newborn and the
no exposure groups (p=0.65). Also, in the BLA, the number of c-Fos-positive cells was
significantly higher in the juvenile group compared to the newborn group and the no

exposure group (p<0.05 vs. newborns and no exposure).

4. Discussion

In line with previous research (221, the present study shows that OL mothers display
different behavioral responses towards their newborn and their juvenile pups.
Interestingly, these behavioral displays were associated with specific patterns of

activation throughout the maternal neural circuitry. Thus, a similar expression of c-Fos

12
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was observed in some key areas, such as the mPOA and the NA, while a differential
activation was quantified in the vBNST, the IL and PrL subregions of the mPFC and the

basolateral and medial nuclei of the amygdala.

The high levels of c-Fos expression observed in the mPOA and vBNST of OL mothers
exposed to either newborns or juveniles are in accordance with several previous studies
that show that maternal females exhibit an increase in the activation of these areas as a
result of the interaction with their pups [15-39-33] Interestingly, in our study the newborns
exerted a greater activation of the VBNST of OL dams than juveniles, which might, at
least partially, underly the variations in maternal responsiveness observed in the
maternal behavior test. Although both the mPOA and vBNST have been implicated in
the multisensory processing of infant cues, and are considered critical components for
the expression of maternal behavior [3-3% 341 differences in how these areas connect with
other relevant regions for maternal behavior have been found. Numan and Numan
(1997) determined that after a mother-litter interaction, the highest proportion of c-Fos
labeled neurons in the mPOA project to the lateral septum and the medial
hypothalamus, while in the vBNST the c-Fos positive neurons predominantly project to
the medial hypothalamus, the retrorubral field (RRF) and the VTA[P!, As the RRF and
VTA contain dopaminergic neurons that innervate the NA, we can speculate that the
higher activation of the vBNST by the newborns, when compared to juveniles,
promoted the active maternal response of OL mothers observed in the maternal behavior

test through its projections to these areas.

On the other hand, the similar activation of the mPOA of OL mothers when interacting

with neonate or juvenile pups can be related to the functional role that has been assigned

13
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to this area. Pereira and Morrell demonstrated that the mPOA is differentially engaged
throughout lactation in the expression of maternal behavior, from a necessary
facilitatory role duringthe early postpartum period to aninhibitory role during the late
postpartum [1%-211 suggesting that this area processes pups’ sensory stimuli to adapt the
maternal response to their specific needs. Under this framework, the fact that OL
mothers presented a similar activation of mPOA while their maternal response differed
depending on the pup’s developmental characteristics, supports the idea that the reduced
maternal care of OL mothers to juveniles responds to a maternal adaptation to their
needs rather than a lack of motivation to take care of them. Accordingly, we previously
determined that although OL mothers direct more caretaking activities towards the

newborns 221, they do not prefer them over the juveniles in a preference task [231.

In line with this idea, we found that the NA, which represents a main projection of the
mPOA/vBNST, was similarly activated when OL mothers were presented with
newborns or juveniles. Accordingly, several studies have shown that the exposure to
pups induces c-Fos expression in the NA [15.33. 351 Moreover, Stack et al. (2002) showed
that unilateral knife cuts or NMDA-induced lesions in the MPOA/vBNST caused an
ipsilateral reduction in maternal behavior-induced c-Fos expression in the NA shell,
indicating that the activity in this region depends on the functional connection with

these critical regions for the expression of maternal care 361,

Based on the fact that the activity of the mesolimbic dopaminergic system has been
related to the motivational aspects of maternal behavior [13-37.38] and that OL mothers
exhibited more maternal responses towards neonates and c-Fos expression on vVBNST

than toward juveniles, we would have expected a different activation in the NA in
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mothers exposed to both kinds of pups. However, the relationship between an increase
in maternal motivation and care and the c-Fos expression in the NA is not linear. Thus,
Zhao et al. (2010) found that the administration of the dopaminergic antagonist
haloperidol, which reduces the expression of the active components of maternal
behavior, increases c-Fos levels in the NA of maternal females [3%1. Moreover, the
exposure of experienced postpartum females to pups exerts a higher c-Fos expression in
the mPOA, but not in the NA, when compared to inexperienced females [*°).Similarly,
lactating dams that preferred pup-related cues in a conditioned place preference test
exhibited a higher c-Fos expression in the mPOA, but lower in the NA when compared
to mothers who preferred a cocaine-related environment!!8l. Further studies analyzing
the dopaminergic activity in the NA or its electrophysiological response when OL
mothers are confronted to newborn or juvenile pups should be performed to clarify this

1Ssue.

If both kinds of pups similarly activated the mPOA and NA, then the selection of the
appropriate behavioral response displayed by OL mothers towards newborns and
juveniles could have been mediated by other specific areas of the maternal neural
circuitry such as the vBNST, but also by the mPFC, which plays an essential role in
behavioral flexibility*!l. Pereira and Morrell (2011)12!] proposed that the distinct
subregions of the mPFC have different roles in the expression of maternal behavior
throughout the postpartum period. These authors demonstrated that the IL region has a
central role in the expression of maternal behavior during early postpartum and wanes
as it progresses, while the PrLL subregion is recruited later in the postpartum. In line with
these results, in the present study we observed that the IL mPFC of OL mothers

exhibited the highest c-Fos expression when presented with newborns, whereas in the

15



oNOYTULT D WN =

Journal of Neuroendocrinology Page 16 of 25

PrL area the highest levels of c-Fos were found in dams presented with juveniles.
Together, results from both studies suggest that the IL subregion of the mPFC is
necessary for an adequate maternal response towards newborns, while the PrL
subregion contributes to the expression of maternal care towards more developed pups.
Thus, OL mothers exhibited a particular profile of activation of the mPFC over the
expression of maternal behavior with elements that seem to resemble early and late
postpartum periods, and this could allow them to respond adequately to the newborn

and the juvenile pups.

The lack of activation of the neurons in the Cgl contrasts with the results obtained by
previous studies employing transient inactivation of the area, which propose that the
Cgl is responsible for the organizational aspects of maternal behavior during early and
late postpartum [2'1. One putative explanation for this discrepancy might be that OL
dams are multiparous females, while the ones employed in the inactivation study were
primiparous. It would be interesting to explore the influence of previous maternal
experience on the activity of the different subregions of mPFC after mother-litter
interaction. Also, even though c-Fos is a good indicator of neural activation >4, not
all activated neurons express Fos proteinsl* 431, and therefore other neural activation

markers or approaches may be necessary to reveal the state of activation of this region.

The higher number of activated neurons in the MeA and the BLA of OL mothers
exposed to juveniles when compared to newborns suggests a differential emotional
processing of both kinds of pups. The MeA is considered one of the most important
brain areas involved in the processing of olfactory social stimulus in rodents[*® 471, Thus,

it has been shown that the MeA relays pups’ chemosensory information!'*] coming from
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the olfactory and the vomeronasal systems through the mPOA/vBNST 8 41, Moreover,
this nucleus has been implicated in social recognition in rodents!>% 311, On the other
hand, the BLA which is known to be necessary for the appropriate expression of goal-
directed maternal responses [°%], has also been involved in the formation of associative
learning!>3]. Therefore, it can be speculated that the high activation of these amygdaloid
nuclei is related to neural processing associated with the individual recognition of the

juvenile pups.

Contrary to what has been observed in other studies 3234, but in accordance to Lonstein
et al., (1998)33], we did not find an increase of c-Fos levels in the MeA or the BLA of
OL females after interacting with the newborns when compared to the no exposure
condition. This discrepancy can be attributed to differences in the experimental design
used in the present study, such as the physiological state of the lactating females
employed, while OL dams are multiparous, previous studies used primiparous females.
Additionally, to avoid disrupting the dynamic of the mother-litter interaction in this
complex family composition, mother-infant separation of OL dams before maternal
testing was significantly shorter than that employed in previous c-Fos studies.

Although in the present experimental conditions, the exposure to newborns did not
generate c-Fos expression in MeA and BLA, the significant differences in the activation
of these nuclei as well as the mPFC subregions after interacting with newborns or
juveniles, points toward a role of these structures in the discrimination between both

kinds of pups.

This study constitutes a first approach to explore the neural basis of maternal flexibility

in the particular context of mothers raising overlapping litters. Present results show that
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the interaction of OL mothers with newborns or with juveniles induces specific patterns
of activation of the maternal circuitry according to pups’ age; indicating that these
neural differences may underlie the maternal selection of the adequate response to pups
with different physiological demands. Further studies are needed in order to determine
the relevance of the areas that exhibited differential activation in relation with the OL
mothers’ maternal flexibility when presented with pups in different developmental
stages, as well as the putative role of experiential and endocrine factors in the neural and

physiological adaptations of these mothers.
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42 Figure 1. c-Fos expression in the medial preoptic area (mPOA) and the ventral bed nucleus of the stria
43 terminalis (VBNST) of OL mothers in the no exposure, newborn and juvenile groups. A) Graph shows the
44 number of c-Fos positive cells in the mPOA and vBNST. Data are shown as the mean +£S.E.M. of the number
45 of c-Fos neurons. *p< 0.05 vs. no exposure group; #p< 0.05 vs. newborn group, one-way ANOVA test,
46 followed by Fisher LSD post-hoc test; B) Schematic representation of the ROI quantified in the mPOA and
VvBNST based on Paxinos & Watson stereotaxic coordinates atlas[28]. Numbers beside each plate indicate
the distance from Bregma in millimeters. C) Representative photomicrographs of c-Fos expression in the
48 mPOA and vBNST of OL mothers in the three groups assessed. Scale Bar: 100 pm. Magnification: 10X.
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Figure 2. c-Fos quantification in the cingulate (Cg1), prelimbic (PrL) and infralimbic (IL) subregions of the
medial prefrontal cortex (mPFC) (A); nucleus accumbens (NA) shell and core (C) and in central (CeA),
basolateral (BLA) and medial (MeA) portions of the amygdala (E) of OL mothers in the no exposure
condition, and the newborn and juvenile exposure conditions. Data are expressed as the mean = SEM of the
number of c-Fos positive cells in each region. *p< 0.05 vs. no exposure group; #p< 0.05 vs. newborn
group, one-way ANOVA test, followed by Fisher LSD post-hoc test; in sections B, D and F the schematic
representations of the ROIs quantified in each region are shown, based on Paxinos & Watson stereotaxic
coordinates atlas[28]. Numbers beside each plate indicate the distance from Bregma in millimeters.
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Table 1. Behavioral components displayed by females with overlapping litters during a

15-min maternal behavior test performed with one of either litter (newborns or

oNOYTULT D WN =

juveniles).

13 Maternal behavior of females with overlapping litters

. .. . Body Anogenital Nest Latency to
Sniffi Ret Mouth
16 miting  Retrieving  MOUtMNg  iking  licking  building  retrieve pups

19 Newborm 1 029)  65(1L1)  10(0.1) S50(L1) 25(19) 45(24) 315(246)

20 pups

22 Juvenile  6.0(2.0) 0.0(0.1)* 0.0(0.00* 0.0(0.0)* 0.0(0.0)* 0.0(0.0* 900 (0.0)*
23 pups

27 Data are shown as medians (SIQR). *p < 0.05 between-group comparisons by Mann-

29 Whitney U test.
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