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Resumen

Durante la lactancia, las ratas no sélo desarrollan comportamiento
maternal hacia las crias sino que modifica su respuesta frente a diversos
estimulos del medio. En la presente tesis, profundizamos en el estudio de los
factores bioldgicos y contextuales que determinan la respuesta de las madres
frente a estimulos aversivos y atractivos.

En primer lugar estudiamos la influencia de la condicion maternal en las
respuestas comportamental y enddcrina de las hembras frente a un estimulo
aversivo. La induccion del comportamiento maternal en hembras virgenes
provocé una reduccion de la respuesta comportamental de temor de igual
magnitud a la observada en las lactantes, sin atenuar la respuesta enddcrina de
estrés. Este resultado sugiere que durante la lactancia existe una disociacion de
los mecanismos fisioldégicos que controlan ambas respuestas.

En una segunda instancia exploramos cémo la maternidad modifica el
valor de incentivo de estimulos atractivos y la respuesta de las hembras ante a
los mismos. Con este fin nos centramos en el estro posparto, periodo Unico del
ciclo reproductivo de la hembra en el cual los machos y las crias adquieren
simultdneamente valor reforzador positivo. Utilizando un modelo de preferencia
por macho vs. crias determinamos que la condicion maternal no es suficiente
para disminuir el fuerte valor de incentivo que posee el macho para una
hembra en proestro tardio, mientras que la experiencia reproductiva previa
aumenta el valor de incentivo de las crias para las hembras en el contexto
endocrino de un segundo parto. Estas diferencias motivacionales no se
manifestaron en la expresion de los comportamientos sexual y maternal cuando
las ratas fueron expuestas a un solo estimulo reforzador, indicando que el valor
de incentivo de un estimulo es fuertemente modulado por el valor del otro, asi
como por el contexto.

Durante la lactancia, un macho adulto adquiere valor aversivo para las
madres cuando es introducido en la caja materna, provocando el despliegue de
conductas agresivas. Por este motivo, en una Ultima etapa evaluamos las
respuestas de las madres en estro posparto frente un macho intruso en la caja
materna. Las hembras posparturientas exhibieron simultdneamente
comportamiento sexual y agresién maternal en un patrén comportamental
entremezclado, indicando que el macho se torna un estimulo ambivalente para

las madres. Este resultado refuta dos ideas predominantes en el estudio del

i1



comportamiento: 1. la ejecucidon de un comportamiento motivado requiere la
inhibicion de motivaciones competitivas y 2. el comportamiento implica
secuencias de componentes que deben ser completadas o consumadas antes de
cambiar de comportamiento.

En la presente tesis mostramos que durante la lactancia la respuesta de
las hembras a estimulos aversivos y atractivos del medio es determinada, en
parte, por el valor de incentivo que las crias tienen para las madres. Esto no
implica que la maternidad torne a las hembras ignorantes a otras motivaciones,
como la sexual, sino que su respuesta ante otros estimulos es modulada por la

presencia de la cria y el contexto en el cual se encuentren.

Palabras clave: Comportamiento maternal; Comportamiento de miedo;

Respuesta de Estrés; Comportamiento sexual; Agresion Maternal; Motivacion
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Abstract

Lactating dams not only display direct care-giving behaviours towards
pups but also exhibit dramatic changes in their response to other environmental
stimuli. The present thesis aimed to explore biological and contextual factors
that determine the response of mother rats to aversive and attractive stimuli.

Firstly, we examined if the maternal condition, independently of the
endocrine profile of lactation, promotes a reduction in the behavioural as well
as in the endocrine response to an emotional stressor. The induction of
maternal behaviour in virgin females reduced fear-related behaviours to levels
similar to those observed in lactating dams, without affecting the endocrine
stress response. This result points towards a clear dissociation in the
mechanisms regulating behavioural and endocrine responses to emotional
stressors during lactation.

Secondly, we explored if motherhood modifies the incentive value of
attractive stimuli as well as female’s response to them. With this aim, we focus
on the postpartum estrus, a unique period in female’s reproductive cycle when
males and pups acquire positive incentive value simultaneously. Employing a
male vs. pups preference model we determined that maternal condition is not
sufficient to diminish the strong incentive value that a male possesses for late
proestrous cycling females, while the reproductive experience enhances the
incentive value of the pups only under the endocrine background of parturition.
These motivational differences were not reflected in the expression of either
sexual or maternal behaviours when the females were exposed to only one of
the stimuli, indicating that the incentive value of one stimulus is strongly
modulated by the value of the other and the context.

During lactation adult males acquire an aversive value for the mother
when introduced in the home cage, evoking the expression of aggressive
responses. On these bases, we determined the response of postpartum estrous
dams confronted to a male intruder in the home cage. Postpartum estrous
females exhibited sexual behaviour and maternal aggression simultaneously, in
a mix behavioural pattern, indicating that the male possesses an ambivalente
value for the mothers. This result refutes two dominant ideas in behavioural
study: 1. the execution of a motivated behaviour requires the inhibition of

competing motivations, and 2. the behaviour is composed by a sequence of
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components that must be completed or consumed in order to change the
behaviour expressed.

The present thesis shows that during lactation, the female’s responses to
aversive and attractive stimuli are determined by the incentive value of the
pups. However, this affirmation does not imply an inhibition of other
motivations, like sexual, rather females responses to other stimuli are

modulated by the pups presence and the environment.

Key words: Maternal behaviour; Fear-related behaviour; Stress response;

Sexual behaviour; Maternal aggression; Motivation



Abreviaturas

APOM-area predptica media

ARNmM-acido ribonucleico mensajero

ATCH- adrenocorticotropina

CORT- corticosterona

HPA- hipotalamo-hipofisario-adrenal

NPV- nucelo paraventricular

PAG- area periacueductal gris

RSIQ- rango semi-intercuartil

SNC- sistema nervioso central
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Antecedentes

Practicamente todas las hembras de mamiferos, de la rata a la mujer,
atraviesan cambios dramaticos en su comportamiento durante la maternidad.
En la rata, junto con el desarrollo del comportamiento maternal hacia las crias,
la hembra modifica su forma de reaccionar frente a diversos estimulos del
medio. Asi, durante la lactancia, la rata aumenta su agresividad hacia
individuos intrusos en el nido (Erskine et al., 1980) y muestra menos temor
(Hard & Hansen, 1985) y ansiedad (Ferreira et al., 1989; Ferreira et al., 2002)
frente a estimulos aversivos. Esta reduccion de la respuesta comportamental
frente a potenciales peligros, se acompafia de una disminucién de la respuesta
endocrina y autdnoma de estrés frente a los mismos (Lightman, et al., 2001).
Estos cambios fisioldgicos y comportamentales permiten a la madre cuidar
efectivamente a sus crias bajo diversas condiciones ambientales. En este
sentido, la rata es altricial y durante los primeros dias de vida, las crias estan
desprovistas de pelo, carecen de mecanismos de control de la temperatura
corporal y son incapaces de ver y oir (Fleming & Rosenblatt, 1974; Rosenblatt,

1975) por lo que dependen totalmente de la madre para su supervivencia.
Comportamiento maternal

Cuando una hembra virgen se enfrenta por primera vez a crias, las ignora e
incluso las evita y rechaza, dependiendo del contexto. Sin embargo, durante el
periparto las crias se vuelven estimulos atractivos y fuertes reforzadores
positivos, que promueven comportamientos de busqueda y aproximacion por
parte de las madres! (Kinsley & Bridges, 1990; Rosenblatt, 1967, 1975; Figura
1).

1 El valor afectivo o heddnico de un estimulo puede definirse como el impacto emocional, negativo
o positivo, que tiene sobre el individuo; el mismo permite sefalizar el significado bioldgico de
estimulos o situaciones del entorno (Berridge, 2004; Cabanac et al., 2009). Nos referiremos a
estimulos aversivos como aquellos que poseen un valor afectivo negativo y que suelen asociarse
a comportamientos de evitacién y a condicionamientos negativos (Cardinal et al., 2002; Louilot &
Besson, 2000). De forma inversa, nos referiremos a estimulos atractivos como aquellos que
poseen un valor afectivo positivo y suelen asociarse a comportamientos de aproximaciéon y a

condicionamientos positivos (Cardinal et al., 2002; Louilot & Besson, 2000).



Este cambio drastico en la respuesta hacia las crias por parte de las madres,
implica un cambio del valor afectivo de las mismas (Kinsley & Bridges, 1990;
Rosenblatt, 1967, 1975), asi como el desarrollo de una motivacién selectiva

para interactuar con ellas? (Pereira et al., 2008; Pereira & Ferreira, 2006).

Bases hormonales y no hormonales

El desarrollo del comportamiento maternal depende, en gran medida, de los
cambios enddécrinos de la gestacion y el parto. En particular, el aumento de los
niveles de estrégenos y la disminucién de los de progestagenos son criticos
para su rapido desencadenamiento (Bridges 1977, 1984, Bridges et al., 1997;
Doerr et al., 1981). Estas hormonas, en conjunto con las hormonas hipofisarias
oxitocina y prolactina, actlan en areas discretas del sistema nervioso central
(SNC) implicadas en el control del comportamiento maternal, como el area
predptica media del hipotdlamo (APOM) y sus eferencias (Bridges et al., 1997;
Fahrbach & Pfaff, 1986; Matthews-Felton et al., 1995; Numan, 1994; Numan et
al., 1977). También se ha sugerido que estas hormonas actian a nivel central
(6rgano vomeronasal, sistema olfatorio accesorio y amigdala) cambiando el
valor afectivo del estimulo cria (Fleming et al. 1989), o periférico, aumentando
la sensibilidad de ciertas regiones (perioral y ventral toraxica) a estimulos
provenientes de las mismas (Bereiter & Barker, 1975; Kow et al. 1979; Rose &
Bieber, 1984). Una vez establecido, el mantenimiento del comportamiento
maternal en el posparto depende de la estimulacion sensorial brindada por las
crias (Bridges, 1975; Rosenblatt, 1967), particularmente de la estimulacién
somatosensorial de la region perioral y de la ventral del térax de las madres
(Stern & Jonson, 1990; Stern & Kolunie, 1989).

A pesar de la fuerte influencia de las hormonas reproductivas en el desarrollo
del comportamiento maternal, es posible provocarlo en hembras virgenes e
incluso en machos, Unicamente mediante una convivencia continua con crias
(Cosnier & Couturier, 1966; Rosenblatt, 1967).

2 En la presente tesis la motivacion es entendida como el conjunto de procesos que permiten a
un organismo regular la probabilidad, disponibilidad o proximidad de un estimulo, interno o
externo (Salamone, 1991). Implica aspectos direccionales, es decir, el animal se dirige hacia un
estimulo o se aleja del mismo. También involucra aspectos activacionales, que refieren a la
energia y tiempo que invierte un individuo en un determinado estimulo (Salamone & Correa,
2002).



Este proceso se conoce con el nombre de sensibilizacion (Cosnier & Couturier,
1966; Rosenblatt, 1967). El modelo de ratas sensibilizadas permite determinar
la influencia de la condicion maternal, independientemente del perfil enddcrino
particular del periparto y la lactancia, en las respuestas fisioldgicas y

comportamentales de los animales.

Figura 1. Comportamiento maternal. Hembra lactante acarreando a una cria (cuadro

izquierda) y en postura de amamantamiento con crias mamando (cuadro derecha).

Motivacion maternal

El comportamiento maternal es fuertemente motivado, es decir, las madres
invierten tiempo y esfuerzo en buscar proximidad con sus crias. En este
sentido, el fuerte valor de incentivo> que poseen las crias para las hembras
posparturientas ha sido documentado en modelos motivacionales de
condicionamiento de preferencia de lugar y de respuestas operantes. Asi, las
madres prefieren un ambiente previamente asociado con crias frente a un
ambiente neutro (Fleming et al., 1994) y aprenden a apretar una palanca para
obtener acceso a las mismas (Lee et al., 2000). A su vez, las hembras lactantes
superan obstaculos potencialmente peligrosos para ir en busqueda de sus crias
(Fahrbach & Pfaff, 1982).

3 El valor de incentivo de un estimulo se asocia al concepto de motivacion. Es entendido como
la propiedad de un estimulo de promover la aproximacion e interaccion o el alejamiento del mismo
(Berridge, 2004; Bindra, 1972; Cardinal et al., 2002). El valor de incentivo y el valor afectivo
(video supra) de los estimulos con significado bioldgico suelen ir juntos en condiciones normales y
ambos son necesarios para una respuesta correcta frente a los mismos. Los definimos de forma
independiente ya que a nivel del SNC son regulados por circuitos diferentes y en algunas
circunstancias, como es la adiccion a drogas, el valor de incentivo puede disociarse del valor
afectivo (Berridge, 2004).



La motivacion maternal es modulada tanto por el perfil enddcrino del periparto,
como por la experiencia maternal previa. En este sentido, el comportamiento
maternal exhibido por hembras sensibilizadas, que no transitaron por los
cambios enddcrinos de la gestacion tardia y del parto, es deficiente en
comparaciéon con el presentado por hembras lactantes (Fleming & Rosenblatt
1974; Lonstein et al. 1999; Pereira et al., 2005). A su vez, las hembras
sensibilizadas exhiben una menor preferencia por un ambiente previamente
asociado a las crias (Fleming et al. 1994) y aprietan menos veces una palanca
para tener acceso a las mismas (Lee et al. 2000), respecto a las hembras
lactantes. En este sentido, un tratamiento hormonal que simula el perfil
enddécrino de la gestacién tardia y del parto (Bridges, 1984; Krehbiel & LeRoy,
1979; Orpen et al., 1987) asi como la administracién de estradiol en el APOM
(Fahrbach & Pfaff, 1986; Numan et al., 1977), facilitan la expresiéon y mejoran
la calidad del comportamiento maternal de las hembras virgenes expuestas a

una convivencia con crias.

A su vez, la experiencia maternal reciente y aquella asociada a partos previos
fortalece el valor de incentivo de las crias y mantiene el comportamiento
maternal. Lee y colaboradores (2000) demostraron que el niumero de veces que
las madres presionan una palanca para obtener acceso a las crias aumenta
diariamente durante la primera semana de lactancia y este aumento depende,
a su vez, de que las hembras interactien con las crias luego de tener acceso a
las mismas. Por otra parte, la experiencia maternal de partos previos facilita la
expresion y mejora la calidad del comportamiento maternal de las ratas
(Bridges, 1975; 1977; Fleming & Sarker, 1990; Orpen et al., 1987; Orpen &
Fleming, 1987; Pereira, 2005). Se ha sugerido que este efecto se debe a que la
memoria maternal previa potencia el valor de incentivo de las crias en las

futuras experiencias maternales (Fleming et al., 1994).

Respuesta de las hembras lactantes a estimulos aversivos

Respuesta comportamental de temor y de ansiedad

Las ratas lactantes presentan una reduccion de la respuesta comportamental de
miedo frente a un sonido fuerte e inesperado (Ferreira et al., 2002; Hard &
Hansen, 1985) y de la ansiedad en el campo abierto (Fleming & Luebke, 1981),

en pruebas de conflicto (Ferreira et al., 1989) y en el laberinto elevado en



forma de cruz (Bitran et al., 1991; Lonstein et al., 1998; Lonstein et al., 2005;
Pereira et al., 2005) en comparacion a otras fases del ciclo reproductivo. Esta
reduccion generalizada del temor, que sugiere una disminucién del valor
afectivo que las madres le asignan a estimulos aversivos, parece estar
intimamente relacionado al cuidado de las crias. Asi, las hembras lactantes
entran en un ambiente novedoso para ir en busqueda de las mismas (Stern &
Mackinnon, 1976) y permanecen mas tiempo en los brazos abiertos del

laberinto cuando las crias se encuentran en ellos (Pereira et al., 2005).

La estrecha relacidn entre la maternidad y la reduccion del temor se manifiesta
en el hecho de que la induccidon de comportamiento maternal en ratas virgenes
se asocia a una disminucién de la reaccién de inmovilidad frente a un estimulo
auditivo inesperado (Ferreira et al., 2002) y de los niveles de ansiedad
evaluados en el laberinto elevado en cruz (Pereira et al., 2005), en
comparacién a hembras virgenes no-maternales. A su vez, el bloqueo del
aprendizaje asociativo inducido por estrés no se observa en hembras
maternales, tanto en lactantes como en sensibilizadas (Leuner & Shors, 2006).
Estos resultados, en conjunto, indican que el desarrollo del comportamiento
maternal, independientemente de los cambios enddcrinos propios del parto y la
lactancia, promueve la reduccion del valor afectivo negativo de estimulos

amenazantes.

Respuesta endodcrina de estrés

Durante la lactancia no sélo se modifica la respuesta comportamental frente a
estimulos potencialmente nocivos, sino también la respuesta enddcrina de
estrés ante los mismos. Asi, las ratas lactantes presentan una disminucion de la
activacion del eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal (HPA), caracterizada por una
menor liberacion de adrenocorticotropina (ACTH) y de corticosterona (CORT)
frente a estresores fisicos (como exposicion a vapores de éter e inyeccion de
solucidon salina hiperténica) y emocionales (como el campo abierto, la
restriccion de movimiento por contenciéon y un sonido fuerte e inesperado)
respecto a otras fases de su ciclo reproductivo (Lightman et al., 2001;
Neumann et al., 1998; Stern et al., 1973). El hecho de que los estresores
fisicos desencadenen una respuesta endocrina de estrés a través de impactar
directamente en el hipotdlamo (Herman & Cullinan, 1997), indica que existen

adaptaciones a lo largo del eje HPA que subyacen la hipo-respuesta de estrés



durante la lactancia (Neumann et al., 1998; Stern et al, 1973; Toufexis et al.,
1999; Windle et al., 1997a). Estos cambios han sido principalmente
relacionados al perfil endécrino de la gestacion, el parto y la lactancia, en
particular a la oxitocina y la prolactina (Lightman et al., 2001; Neumann et al.,
2000; Torner et al., 2002; Windle et al., 1997b).

Las hembras lactantes, sin embargo, también exhiben una disminucién de la
respuesta del eje HPA frente a estresores emocionales (Neumann et al., 1998;
Windle et al., 1997c¢). Estos representan estimulos complejos, cuyo significado
fisiolégico depende de su procesamiento sensorial y afectivo en estructuras del
SNC de alto orden, que proyectan a su vez, al nucleo paraventricular del
hipotalamo (NPV) (Herman & Cullinan, 1997). Estos circuitos limbicos (como la
amigdala, corteza prefrontal e hipocampo) que sefializan el valor afectivo de los
estimulos emocionales al NPV, son capaces de aumentar o disminuir la salida
del eje HPA dependiendo del nivel de activacion de los mismos (Herman &
Cullinan, 1997). Por lo tanto, una reduccién de la actividad de las aferencias
limbicas hacia el NPV (da Costa et al., 1996, 1997; Wartella et al., 2003) podria
jugar un papel importante en la hipo-respuesta enddcrina de las madres ante
estresores emocionales, como consecuencia de la disminucion del valor

aversivo de los mismos (da Costa et al., 1996, 1997; Lightman et al., 2001).

Al igual que en el caso del comportamiento, las crias modulan la respuesta
enddcrina del eje HPA frente a potenciales peligros. Asi, las hembras lactantes
presentan respuesta endocrina de estrés frente al olor de un predador cuando
las crias estan presentes (Deschamps et al., 2003) o frente a cambios en el
estado de las mismas, como la reunién con crias previamente sometidas a
shocks eléctricos (Smotherman et al., 1977). Por otra parte, las madres no
exhiben respuesta de ACTH o de CORT frente a un sonido fuerte e inesperado

cuando se encuentran en la caja nido con sus crias (Windle et al., 1997c).



Respuesta de las hembras lactantes a estimulos reforzadores positivos

La reaccidon de las ratas madres ante estimulos aversivos ha sido ampliamente
estudiada, sin embargo su respuesta frente a estimulos atractivos con valor

reforzador positivo, exceptuando a las crias, ha sido pobremente explorada.

Los trabajos que abordan esta tematica sugieren que durante el posparto las
crias son reforzadores positivos mas potentes que otros estimulos con valor de
incentivo. Asi, Fleming y colaboradores (1994) demostraron que las ratas
lactantes se condicionan a un ambiente previamente asociado con crias vs. un
ambiente neutro, sin embargo no presentan condicionamiento de lugar por un
espacio previamente asociado a comida, a pesar de estar hambrientas. A su
vez, cuando se les da a elegir entre un ambiente asociado con crias y uno
asociado con cocaina durante el posparto temprano, la mayoria de las madres
presentan preferencia por el compartimiento asociado a las crias (Mattson et
al., 2001). Durante la maternidad, a su vez, las actividades de cuidado directo
de las crias prevalecen sobre la expresion de otros comportamientos
motivados, probablemente como consecuencia del fuerte valor de incentivo de
las crias. En este sentido, hembras lactantes en una caja con crias y presas,
optan por cuidar de sus crias la mayor parte del tiempo de la prueba y solo
ocasionalmente cazan a las presas. Bajo estas condiciones, la administracién de
farmacos que reducen la expresiéon del comportamiento maternal, como la
morfina, estimulan la caza a expensas de una reduccién de los cuidados

maternales (Sukikara et al., 2006).

Un modelo interesante para explorar la respuesta de las hembras lactantes
frente a reforzadores sociales positivos es el estro pos-parto. La rata, al igual
que otros roedores, exhibe un estro posparto fértil generalmente la noche del
parto. Durante este periodo Unico de su ciclo reproductivo, la hembra es capaz
de exhibir comportamientos de solicitud sexual y lordosis en presencia de un
macho y actividades de cuidado de las crias (Connor & Davis, 1980a; Gilbert et
al., 1980, 1984), indicando que se encuentra sexual- y maternalmente

motivada.



El comportamiento sexual, al igual que el maternal, es fuertemente motivado
para las hembras (Agmo, 1999; Beach, 1976; Pfaus et al., 2001). Asi, ratas
sexualmente activas? prefieren un ambiente previamente asociado con un
macho con el cual copularon a uno neutro (Paredes & Alonso, 1997) y aprenden
a apretar una palanca para tener acceso a un macho (Bermant & Westbrook,
1988), mostrando que el mismo posee un fuerte valor de incentivo sexual para

ellas.

A pesar de que numerosas especies de mamiferos exhiben estro posparto fértil
(Asdell, 1964), quizas por tabues sociales o por la complejidad que representa
su abordaje, la co-ocurrencia de la motivacion sexual y maternal durante este

periodo ha sido escasamente estudiada.
Agresion maternal

Durante la lactancia, las hembras despliegan respuestas agresivas intensas
hacia individuos adultos intrusos en la caja materna. Esta conducta agonistica
de las madres, que contrasta con el comportamiento no-agresivo de las
hembras en otras fases de su ciclo reproductivo, fue denominada por Moyer
(1968) agresion maternal. La misma consiste en una serie de patrones de lucha
por parte de las hembras que provocan en el intruso respuestas de sumision,
como forma de reducir la agresividad materna, o de escape (Moyer, 1968;
Olivier & Mos, 1986; Ostermeyer, 1983; Svare 1981).

Figura 2. Agresion maternal. Hembra lactante atacando y mordiendo a un macho intruso

en la caja materna.

4 La literatura refiere a las ratas hembras en la fase de proestro tardio del ciclo estral o tratadas
con estradiol y progesterona, que exhiben comportamiento sexual, como hembras sexualmente
receptivas. Esta designacion de la condicidén sexual de la hembra se asocia a un papel pasivo de la
misma durante la copula, sin embargo el comportamiento sexual de las hembras es fuertemente
motivado y ellas buscan de forma activa la copula (Agmo, 1999; McClinkton & Anisko, 1982; Pfaus
et al., 1999). Por este motivo, nos referimos a lo largo del presente trabajo a las hembras en

proestro tardio o estro posparto como sexualmente activas.



El comportamiento ofensivo de las madres aparece algunos dias antes del parto
(agresion de caja nido, Mayer & Rosenblatt, 1987), es maximo inmediatamente
después del mismo y continla siendo elevado durante las primeras dos
semanas posparto (Erskine et al., 1978; Flannelly & Flannelly, 1987; Mayer et
al., 1987). Se ha propuesto que las hormonas de la gestacién tardia son
responsables del desarrollo de la agresién maternal previo al parto y que luego
del mismo es la exposicién continua a las crias la que mantiene esta conducta
(Mayer et al., 1987). En este sentido, la ovariectomia o hipofisectomia no
interrumpen la agresiéon maternal durante el posparto (Erskine et al., 1980;
Mayer et al., 1990a,b).

La presencia de las crias y del nido materno>

son indispensables para la
exhibicion de agresion maternal por parte de las hembras lactantes (Erskine et
al., 1980; Mayer et al., 1990b; Stern & Kolunie, 1993). Asi, la separacion de las
crias por un periodo de 4 h provoca una reduccién de la agresién maternal
(Erskine et al., 1978; Ferreira & Hansen, 1986) y una separacion de 24 h la
inhibe completamente (Gandelman, 1972). En particular, los estimulos olfativos
(Ferreira et al. 1987; Ferreira & Hansen 1986; Kolunie & Stern 1995) y tactiles
de las crias (estimulacion de la region ventral, Stern & Kolunie, 1993) y del
macho (estimulacidon de la region perioral, Kolunie & Stern, 1990; Stern &
Kolunie, 1991) son determinantes para el despliegue de este comportamiento

ofensivo.

La agresion maternal no sdlo acompafa el curso temporal de las respuestas
maternales (Mayer et al., 1987, Mayer & Rosemblatt, 1984), sino que es
fuertemente dependiente de la motivacion maternal. En este sentido, hembras
ovariectomizadas sensibilizadas exhiben agresién maternal frente a un macho
intruso en el nido, aunque la misma es deficiente en comparaciéon a la

presentada por las hembras lactantes (Ferreira et al., 2002). Sin embargo, la

5 Podemos definir al nido como la regién de la caja materna en la cual la hembra duerme, cuida y
amamanta a su camada. Durante la lactancia, las ratas acumulan material de cama en esta
regiéon, formando paredes alrededor de las crias, que mantienen la temperatura de nido

relativamente estable.



presencia de crias demandantesG, que poseen un valor de incentivo mayor que
las crias no-demandantes, aumenta la agresién maternal de las ratas

sensibilizadas (Pereira, 2005).

Los intensos despliegues agresivos que exhiben las hembras lactantes frente a
un macho intruso junto con la respuesta de sumisidon y/o escape que generan
en este ultimo (Moyer, 1968; Olivier & Mos, 1986), contrastan con la solicitud
sexual que exhiben las hembras sexualmente activas, la cual incita al macho a
aproximarse y montarla (McClinkton & Anisko, 1982; Pfaus et al., 1999). El
claro antagonismo de ambas respuestas, condujo a la idea de que el
comportamiento sexual y la agresion maternal eran mutualmente excluyentes
(Connors & Davis, 1980; Flannelly & Flannelly, 1987). Esta idea refuerza la
teoria de que la expresion 6ptima de un comportamiento requiere la inhibicion
de motivaciones competitivas (Afonso et al., 2007; Dellu-Hagedorn, 2006;
Numan & Insel, 2003). Curiosamente, la rata es maternal y sexualmente activa
durante el estro posparto aunque la posibilidad de que ambos comportamientos

se expresen simultdneamente no ha sido explorada aun.

6 Las crias demandantes son crias que permanecen separadas de sus madres durante 12 h, por
lo que presentan un aumento en sus demandas fisioldgicas. Las hembras lactantes prefieren a las
crias demandantes frente a las no-demandantes en un modelo de preferencia, indicando que valor
de incentivo maternal de las primeras es mayor (Pereira & Ferreira, 2006).
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Objetivo General e Hipotesis

Pretendemos profundizar en la comprension de los factores internos y
contextuales implicados en los cambios en el valor afectivo y, como
consecuencia, en la respuesta de los individuos a estimulos con significado
biolégico. Por este motivo, en esta tesis nos centramos en el estudio de la
maternidad, un periodo en el cual la rata modifica su respuesta no solo frente a
las crias sino ante otros estimulos del medio. De acuerdo a este objetivo nos

planteamos las siguientes hipotesis de trabajo:

H1. La condicidn maternal y la presencia de las crias, independientemente del
perfil enddcrino de la lactancia, estdn asociadas a una reduccidon del valor
afectivo negativo de estimulos potencialmente nocivos, disminuyendo la

respuesta comportamental y enddcrina de las hembras ante los mismos.

H2. El valor de incentivo relativo de un macho adulto y de las crias para
hembras sexualmente activas y maternales varia de acuerdo al perfil enddcrino

y a la experiencia reproductiva previa.

H3. El macho en el contexto de la caja materna se torna un estimulo
ambivalente para las hembras en estro posparto, generando tanto respuestas

de solicitud sexual como de agresion maternal.

Los experimentos realizados para evaluar las tres hipotesis planteadas, asi
como los resultados obtenidos en los mismos, se encuentran organizados a
continuacién en tres capitulos. Estos resultados dieron lugar a dos publicaciones

en revistas internacionales arbitradas y a un manuscrito en preparacion.

Esta tesis se realizé en el Laboratorio de Experimentacidon Animal de la Facultad
de Ciencias utilizando ratas (Rattus norvegicus) de la cepa Wistar, en
concordancia con la Ordenanza de la Universidad de la Republica para el uso y
cuidado de animales de laboratorio. La misma conté con el financiamiento del
PEDECIBA-Biologia, del programa Proyectos para Jovenes Investigadores Fondo
Clemente Estable (convocatorias 2005 y 2007) y del Programa de Desarrollo
Tecnoldgico convocatoria 2006, asi como con apoyo de la CSIC, la Iternational
Brain Research Organization (IBRO-LARC) y del CINVESTAV, México.
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Capitulo I

Influencia de Ila condicion maternal en la respuesta
comportamental y endécrina de las hembras frente a un

estimulo aversivo complejo.

El experimento que se describe a continuacion dio lugar a la siguiente
publicaciéon: Agrati D., Zuluaga M.J., Fernandez-Guasti A., Meikle A. & Ferreira,
A. Maternal condition reduces fear behaviors but not the endocrine response to
an emotional threat in virgin female rats. Hormones and Behavior, 2008,
53: 232-240.

Sobre la base de que la hipo-respuesta enddécrina frente a estresores
emocionales de las hembras lactantes depende de la reduccién del valor
aversivo asignado a los mismos (da Costa et al., 1996, 1997; Wartella et al.,
2003) y de que la disminucién de la respuesta comportamental de temor esta
determinada por la condicién maternal, independientemente del perfil enddcrino
de la lactancia (Ferreira et al., 2002), nos preguntamos si la condicién maternal
per se era capaz de reducir la respuesta endocrina de las hembras frente a

estresores emocionales (a partir de la hipoétesis 1).

Objetivo

Evaluar las respuestas comportamental y enddcrina de hembras virgenes
maternales y no-maternales y de hembras lactantes frente a un estresor

emocional complejo.

Abordaje experimental

Se describe en detalle en el articulo Agrati et al., 2008a adjunto al final del
capitulo. Brevemente, utilizamos 3 grupos principales de hembras: virgenes
maternales (a través del proceso de sensibilizacion) y no-maternales y hembras
lactantes. Evaluamos el comportamiento maternal de ambos grupos de ratas
maternales -sensibilizadas y lactantes- en el dia 5 de exhibicidn de cuidados

maternos y al dia siguiente las enfrentamos al estresor emocional (Figura 3).
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En el caso de las hembras virgenes, maternales y no-maternales, éstas fueron
probadas en la fase de diestro de su ciclo estral, para disminuir la influencia de
la actividad del eje hipotaldmo-hipofisario-ovarico sobre el eje HPA (Seal et al.,
2004; Viau & Meaney, 1991).

Como estresor emocional seleccionamos el modelo de inmovilidad por la
activacion de un sonido fuerte e inesperado en un campo abierto iluminado
(Hard et al., 1985). Este modelo nos permite evaluar las respuestas
comportamentales de ansiedad en un ambiente aversivo y novedoso (campo
abierto) y de miedo en respuesta a la amenaza repentina y sin escape de un
sonido fuerte, asi como la respuesta enddcrina frente a esta situacién (Fahlke
et al., 1993; Hard et al., 1985). Asimismo, dado que la reduccién de la
respuesta de inmovilidad de hembras lactantes depende de la presencia de las
crias (Hard & Hansen, 1985), tanto las hembras maternales como las no-
maternales fueron probadas en presencia de cuatro crias (Figura 3). Quince
minutos luego del inicio de la prueba de estrés, las hembras fueron sacrificadas
y a partir de la sangre colectada se determinaron los niveles plasmaticos de
CORT (virgenes no-maternales n=8 y maternales n=10 y lactantes n=10). A su
vez, se midieron los niveles de CORT de grupos independientes de hembras no

estresadas (virgenes no-maternales n=10 y maternales n=8 y lactantes n=10).

esacrificadas (CORT)
Hembras Di? i Dfa S Dila 6\ NO-ESTRES

lactantes Parto g '

= Prueba de .
7 crias maternal ecomportamiento en modelo
+ sacrificadas (CORT)
ESTRES
> Dia 1 Dia 5
Virgenes | :
maternal 1erdia de comp. Prueba de
maternal maternal
7 crias
7 Dia 1
Virgenes no
maternal -
Aislamiento

Figura 3. Protocolo experimental y modelo de estrés utilizados (en detalle en Agrati et al.,
2008a).
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Resultados

Comportamiento maternal

Sesenta y siete por ciento (12/18) de las hembras virgenes sensibilizadas,
exhibieron comportamiento maternal en el dia correspondiente a la fase de
proestro de su ciclo estral y el 72% (13/18) perdio la ciclicidad ovarica y entré
en un diestro prolongado (estado de pseudo-gestacion), probablemente como
consecuencia de la estimulacidn ventral proporcionada por las crias (Jakubowski
& Terkel, 1980, 1986).

El comportamiento maternal de las hembras virgenes sensibilizadas, evaluado
el dia 5 de expresién de cuidados de las crias, no difirié significativamente del
presentado por las hembras lactantes, ni en los componentes activos ni en los
pasivos (Tabla 1). De igual forma, dentro del modelo de estrés, todas las
hembras maternales desplegaron comportamiento maternal durante los 5 min
de exposicion al campo abierto iluminado y este comportamiento no difirid
entre madres virgenes y lactantes (suma de acarreos/re-arreglos y lamidos:
13.0 (6.4) y 16.0 (2.0), respectivamente; U=35.0, p=NS, prueba U de Mann-
Whitney).

Tabla 1. Comportamiento maternal de hembras virgenes maternales y

lactantes el dia 5 de expresién de cuidados maternos.

nimero de respuestas activas

ACAMTROS re-atredlos larmidos corp larmidos gen const nido acicalamignto
wirgen 5.0 (0.0 40020 250(7.00 14.0 (2.5 10.5 {6.8) 90635
lactarnte 5.0 (0.0) 6.5(3.4) 255 (4.4 11.5 (4.3 13.5 (8.6 10.0 (3.8)
L 117.48 TE.0 1180 103.48 a4.a 430
o ME MS M ME ME MS

duracion de respuestas pasivas latencia

hover over aramantamiento fuera delnido reunidn camada hover over amamantamiento
wirgen 12920 (360.9) KL IR r)] 180.0 (127.9) a0.0 (20,8 103.0 {¥6.0 1650.0 (300.0)
lactante 14325(78.6) 92,5 (B2.9) 225 (6T.8) AaTE5 .3 176.0 (88.68) 1707.5 (82.5)
L ar.o 1140 1180 940 102.8 107.0
Fal ME M NS ME ME MS

Los datos se expresan como medianas (rango semi-intercuartil, RS1Q). Lamidos corporales
(lamidos corp) y anogenitales (lamidos gen), construccion de nido (const nido), y reunion de
toda la camada en el nido (reunidn camada). Los resultados de las hembras virgenes
(virgen) y lactantes (lactante) fueron comparados con la prueba U de Mann-Whitney (de
Agrati et al., 2008a).
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Respuesta comportamental de estrés

En el modelo empleado, evaluamos el comportamiento de las hembras asociado
a la ansiedad experimental, la exploracién y el temor. Respecto a la ansiedad
experimental, la figura 4 muestra que ni el nUmero de cruces ni la latencia a
entrar a la zona central del campo abierto difirieron entre los grupos de
hembras. Sin embargo, las ratas maternales, tanto lactantes como virgenes,
presentaron un aumento significativo de la exploracién de este ambiente
aversivo y novedoso, reflejado en un mayor numero de cruces totales

(periféricos mas centrales) respecto a las virgenes no-maternales (Figura 4).

A B
40 - Ovirgen no-mat
e O virgen mat P
o 35 M lactante
?
S 30 -
o —
r120 ‘o

S 25 - 8
£ &
Eaq | 5
w -80 8
@ 15 - 5
= (]
g 107 L 40
3
Z 54 ’J; AT—-

0 ! T T r 0

cruces fotales  cruces centrales latencia central tiempo central

Figura 4. Numero de cruces totales y centrales (Panel A) y latencia a entrar y tiempo de
permanencia en el area central (Panel B) del campo abierto de virgenes no-maternales
(virgen no-mat) y maternales (virgen mat) y hembras lactantes (lactante). Los datos se
expresan como medianas (RSIQ). * p<0.05 y ** p<0.01 vs. virgen no-mat, Prueba U de
Mann-Whitney (de Agrati et al., 2008a).

A su vez, las hembras virgenes maternales y lactantes exhibieron una
reducciéon de los comportamientos de temor en respuesta a la activacién del
sonido: escape y duracidon de la reaccién de inmovilidad, en comparacion a las

ratas virgenes no-maternales (Figura 5).
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Figura 5. Escape (presentada como nimero de cruces) (Panel A) y duracion de la reaccion
de inmovilidad (Panel B) de hembras virgen no-mat, virgen mat y lactante en respuesta a la
activacion del sonido. Los datos se expresan como medianas (RSIQ). * p<0.05 y ** p<0.01
vs. virgen no-mat, Prueba U de Mann-Whitney (de Agrati et al., 2008a).

Respuesta endodcrina de estrés

El andlisis de varianza (factores: estado y condicion de estrés) reveld un efecto
significativo del estrés (F (1, 49) =210.2, p<0.01) y de la interaccién del
estado de las hembras y la condicién de estrés (F (2,49) =5.5, p<0.01) en los
niveles plasmaticos de CORT de las hembras (Figura 6). Asi, los niveles de
CORT no difirieron entre los tres grupos de hembras en reposo y se elevaron en
todos los grupos luego de la exposicidén al estresor (Figura 6). Sin embargo, la
respuesta de las virgenes, independientemente de su condicidon -maternal o no-

maternal- fue mayor que la de las hembras lactantes (Figura 6).

O virgen no-mat
O virgen mat

- on M lactante T
Figura 6. Niveles plasmaticos de CORT (ng/ Em 700
ml) de hembras 2 hs luego de ser trasladadas g 600 =T
al cuarto experimental (condicion no estrés) o 8 500
15 min luego de comenzar la exposicion al est- - 400 -
sor (condicion estrés) de hembras virgen no- :té 300 -
mat y mat y lactante. Datos expresados como 5 = ;
medias * error estandar (SE). **p<0.01 vs no E-
estrés y tp<0.05 vs virgen no-mat y mat, prue- % 100 1
post-hoc de Tukey (de Agrati et al., 2008a). < 0

no estrés estrés

16



Conclusiones y discusion

El resultado principal de este capitulo es que la condicién maternal per se se
asocia a una reduccion de la respuesta comportamental de temor, pero no a la
atenuacién de la respuesta enddécrina frente a un estresor emocional. Este
resultado sugiere a su vez, que durante la lactancia existiria una disociacién de

los mecanismos fisioldgicos que regulan ambas respuestas.

La disminucion de la respuesta de temor como consecuencia del estado
maternal, concuerda con estudios previos que muestran que las hembras
sensibilizadas reducen su miedo y ansiedad en diferentes modelos (Ferreira et
al., 2002; Hansen & Ferreira, 1986; Pereira et al., 2005; Stern & Mackinnon,
1976). A su vez, tanto las hembras sensibilizadas como las lactantes exhibieron
una mayor exploracidon del ambiente novedoso y aversivo que las hembras no-
maternales, a pesar de dedicar tiempo al cuidado de las crias en un cuadrante
en particular. Este resultado apunta a una disminucion de la inhibicidn
conductual de las ratas maternales en el campo abierto, si bien no observamos
un efecto ansiolitico de la condicién maternal en la zona central del mismo. La
marcada similitud del comportamiento afectivo en esta situacion adversa entre
ambos grupos de hembras maternales concuerda con las semejanzas
observadas en los cuidados dirigidos a las crias por parte de las mismas. No
obstante, a pesar de que el comportamiento maternal de las hembras virgenes
y lactantes fue similar, no podemos descartar la existencia de diferencias en la
motivacion maternal, que pueden emerger en modelos especificos (Stern &
Mackinnon, 1976) o situaciones mas desafiantes (Agrati et al., 2008b, vide

infra).

La alta respuesta enddcrina junto con la baja respuesta comportamental de
temor exhibida por las virgenes maternales indica que este estimulo aversivo es
procesado de forma paralela en el SNC, originando dos respuestas fisiolégicas
opuestas ante el mismo. En este sentido, varios autores encuentran diferencias
en las areas (por ejemplo subnucleos de la amigdala) o en los sistemas de
neurotrasmisién implicados en el control de la respuesta comportamental y
enddcrina frente a estimulos aversivos (File et al., 1993; McGregor & Herbert,
1992; Rittenhouse et al., 1992).
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A su vez, nuestros resultados mostrando una fuerte respuesta adrenocortical de
las hembras virgenes maternales frente a un estresor emocional, junto con
evidencia previa de que hembras sensibilizadas no disminuyen su respuesta de
CORT frente a un estresor fisico (Scheiln et al., 1974), enfatizan la importancia
del perfil enddcrino del parto y la lactancia en la regulacién a la baja de la
actividad del eje HPA. En particular, la prolactina parece tener un papel central
en el control de la respuesta neuroenddcrina de estrés durante la lactancia, ya
que la infusion de ARNm antisentido de prolactina en el ventriculo lateral de
hembras lactantes aumenta tanto la ansiedad experimental en el laberinto
elevado en cruz como la respuesta de ACTH y oxitocina frente a la prueba de
nado forzado (Torner et al., 2001).

La diferencia en la respuesta enddcrina de virgenes maternales y lactantes
puede deberse a cambios en diversas regiones del SNC y del eje HPA. No
obstante, la semejanza comportamental entre hembras Ilactantes vy
sensibilizadas, sugiere que el valor afectivo que las ratas maternales le asignan
al estimulo aversivo es similar, por lo que el procesamiento de este estresor en
areas del sistema limbico, como la amigdala, pareceria ser similar también. Es
probable, entonces, que las hormonas de la lactancia alteren areas de relevo
gue conectan el sistema limbico con el NPV, como el APOM vy los nucleos de la

estria terminal (Herman & Culligan, 1997) y/o distintos niveles del eje HPA.

Por otra parte, la alta respuesta de CORT de las hembras sensibilizadas
cuestiona la concepcion de que la reducciéon de la respuesta comportamental de
temor se debe a una disminucién del valor aversivo del estimulo. Este resultado
abre la posibilidad de que no sea el valor afectivo el que esta alterado por la
condicion maternal, sino la estrategia utilizada por las hembras para
confrontarlo, que pasa de defensiva a ofensiva. Esta idea es dificil de explorar,
ya que el comportamiento de un individuo frente a un estimulo, es determinado
tanto por el valor afectivo del mismo como por otros procesos, como los
motivacionales (Berridge, 2004; Panksepp, 2005). El empleo de otros
parametros, como las expresiones faciales (Berridge & Robinson, 2003) o la
frecuencia de emisidn de ultravocalizaciones (Burgdorf et al., 2008) pueden ser
utiles para explorar diferencias en el valor afectivo asignado a ciertos estimulos

0 situaciones.
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En resumen, el estado maternal independientemente del perfil enddcrino del
periparto, le permite a la hembra cuidar de sus crias aun en situaciones
desafiantes, modificando la forma en la cual confronta un potencial peligro, una
estrategia comportamental que parece independiente de la respuesta del eje
HPA. Para profundizar en la comprension de la relacion entre la condicién
maternal y la respuesta endécrina de estrés seria necesario analizar las
respuestas de madres -virgenes y lactantes- ante diferentes estresores

emocionales con significado bioldgico para las hembras y para las crias.
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Abstract

Lactating dams and maternal virgin females are less fearful in behavioral tests compared with non-maternal animals, suggesting that maternal
condition per se reduces the negative value of threatening stimuli. In addition, lactating females exhibit a diminished hypothalamic—pituitary—adrenal
response to potential environmental threats. Can the maternal condition, independently of the endocrine profile of lactation, promote a reduction in the
behavioral as well as in the endocrine response to an emotional stressor? To answer this question, anxiety-related and fear behaviors as well as the levels
of corticosterone were evaluated in response to a bright-lit open field-loud noise model in maternal and non-maternal non-ovariectomized virgin females
and lactating dams in the presence of the pups. Maternal animals, both lactating and virgin, presented an increased exploration of the bright-lit open field
and a significant reduction of fear behaviors, indicated by the decreased flight and immobility responses to the subsequent activation of a loud noise, in
comparison to non-maternal virgins. Interestingly, maternal virgin females, as non-maternal rats, showed high corticosterone plasma levels, in contrast to
the lower endocrine response exhibited by lactating dams when confronted to this threat. Present results suggest that maternal condition allows females to
take risks when caring for their young, a behavioral strategy that is independent of the reduced hypothalamic—pituitary—adrenal axis response
characteristic of lactation. This evidence points towards a clear dissociation in the mechanisms regulating behavioral and endocrine responses to

emotional stressors during motherhood.
© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Maternal behavior; Sensitization; Stress; Anxiety-related behaviors; Fear behavior; Corticosterone

Introduction

Motherhood implies a shift in the mother’s perception of the
pups (Kinsley and Bridges, 1990; Rosenblatt, 1975), which not
only assures the attachment between mother and young, but also
brings about dramatic changes in their response to other environ-
mental stimuli. Thus, concomitant with the display of maternal
behavior, lactating rats exhibit less fear towards a sudden auditory
stimulus (Ferreira et al., 2002; Hard and Hansen, 1985) and show
a reduction in anxiety in the open field (Fleming and Luebke,
1981), conflict tests (Ferreira et al., 1989) and the plus maze test
(Bitran et al., 1991; Lonstein et al., 1998; Pereira et al., 2005)
compared with other stages of the female’s reproductive cycle.
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This reduction in general fearfulness observed during postpartum
seems to be related to the care taking of the offspring, as lactating
females retrieve pups in a strange novel environment attached to
their home cage (Stern and Mackinnon, 1976), spend more time in
the open arms of the plus maze when the pups are placed in these
arms (Pereira et al., 2005) and exhibit a reduced immobility
reaction in response to a sound activation when the pups are
present (Hard and Hansen, 1985).

Although it is generally considered that the mothers’ reduced
fearfulness depends upon the hormonal profile that characterizes
gestation, parturition and lactation (Numan and Insel, 2003), the
induction of maternal behavior in ovariectomized virgin females
without hormonal treatment, through a sensitization procedure
(Cosnier and Couturier, 1966; Fleming and Rosenblatt, 1974;
Rosenblatt, 1975), has been associated with a decreased freezing
response to a sudden noise (Ferreira et al., 2002) and reduced
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anxiety levels in the plus maze test (Pereira et al., 2005) when
compared to non-maternal ovariectomized females. Additionally,
recent evidence shows that during motherhood, the impairment of
associative learning induced by stress is abolished in lactating and
sensitized females (Leuner and Shors, 2006). These results, taken
together, strongly suggest that the development of maternal
behavior, independently of the endocrine profile that characterizes
parturition and lactation, promotes a reduction in the negative
affective value of environmental threats.

In lactating dams both behavioral and endocrine responses to
threatening stimuli are altered. Thus, lactating rats present a
decreased responsiveness of the hypothalamic—pituitary—adrenal
axis (HPA), characterized by blunted adrenocorticotropin (ACTH)
and corticosterone (CORT) responses, to a huge variety of physical
and emotional stressful stimuli (Lightman et al., 2001; Neumann
et al., 1998; Stern et al., 1973; Windle et al., 1997c). The fact that
physical stressors do not require integration of high-order brain
structures to trigger a stress response (Herman and Cullinan, 1997)
suggests that the adaptations behind the stress hypo-responsive-
ness of lactating dams imply adjustments down stream of the
hypothalamus, along the HPA axis (Neumann et al., 1998; Stern
et al., 1973; Toufexis et al., 1999; Windle et al., 1997a). These
adaptations have been primarily related to the endocrine profile of
gestation, parturition and lactation, in particular to the lactogenic
hormones, oxytocin and prolactin (Lightman et al., 2001;
Neumann et al., 2000; Torner et al., 2002; Windle et al., 1997b).
In this sense, sensitized virgin rats (Schlein et al., 1974) and the-
lectomized postpartum females (Stern and Levine, 1972) respond
with a robust CORT secretion to the physical stressor, ether.

Lactating dams also exhibit a diminished HPA axis response to
emotional stressors, like a novel environment or a loud noise
(Neumann et al., 1998; Windle et al., 1997c), that are complex
stimuli, which physiological meaning depends on high-order
sensory- and emotional-processing brain areas that project to the
paraventricular nucleus (PVN) (Herman and Cullinan, 1997).
These limbic circuits, that channel the impact of complex stimuli
to the PVN, are capable of augmenting or diminishing HPA
outcome depending on their ongoing levels of activation (Herman
and Cullinan, 1997). A reduction in the activity of PVN afferents
from limbic circuits (da Costa et al., 1996, 1997; Wartella et al.,
2003) may play a major role in the mother’s hypo-responsiveness
to emotional stressors, probably as a consequence of a diminished
negative value attributed to aversive stimuli (da Costa et al., 1996,
1997; Lightman et al., 2001).

If the maternal condition per se involves a reduction in the
negative affective value given by rats to environmental threats,
then maternal females, independently of the lactating endocrine
profile, might exhibit a diminished HPA axis response to
emotional stressors. Therefore, considering the stress reaction
as the integrative response of the individual to a potential threat
(Herman and Cullinan, 1997; Jensen and Toates, 1997; Millan,
2003) we evaluated the behavioral and endocrine stress
response of maternal and non-maternal virgin females and
lactating dams to a bright-lit open field-loud noise model (Hard
et al., 1985). This model allows the assessment of the anxiety-
related behaviors in an aversive novel environment and the fear
behaviors in response to a sudden and inescapable threat, a loud

noise, as well as the endocrine response to this stressful situa-
tion (Fahlke et al., 1993; Hard et al., 1985). The reduction of the
immobility response to this audiogenic stimulus in both lac-
tating (Ferreira et al., 2002; Héard and Hansen, 1985) and
sensitized females (Ferreira et al., 2002; Hansen and Ferreira,
1986) depends on the presence of the pups. In addition, few
studies assessed the endocrine stress response of mothers with
their litter (Deschamps et al., 2003; Windle et al., 1997c¢). Thus,
in the present study lactating and sensitized as well as non-
maternal females were tested in the presence of the pups.

Materials and methods
Animals

Female Wistar rats, about 3 months of age, weighing 220 to 250 g, and pups
ranging from 1 to 8 days of age were used in this study. All animals were housed in
a temperature and humidity-controlled environment (22+1 °C and 65%, res-
pectively), under 12-h light—dark cycle conditions (lights on at 0500 h) with ad
libitum access to water and rat chow. The animals were divided into three main
groups: maternal (sensitized) and non-maternal non-ovariectomized (NONOVX)
virgin females and primiparous lactating dams. An extra group of donor lactating
rats with their pups were maintained to provide supply of foster pups for the
sensitization procedure and behavioral testing.

Non-maternal virgin females were kept in groups of four until the experimental
procedure began; then they were isolated in individual cages. Maternal females
were maintained in individual cages with seven pups (four females and three
males); from the delivery day onwards in the case of lactating dams and from the
first day of maternal responsiveness onwards in the case of sensitized females.

During the experiment, daily vaginal smears were taken of all the females,
including lactating dams. Only those virgin females that showed two regular
consecutive estrous cycles (4 days) were used in the experiment. According to
Montes and Luque (1983) the following estrous cycle stages were determined:
estrus (predominance of cornified cells), metestrus (presence of cornified cells
and leukocytes), diestrus (predominance of leukocytes) and proestrus (presence
of round nucleated cells and cornified cells).

All animal care and experimental procedures were in accordance with the
guide for the care and use of laboratory animals of the NIH and the Universidad
de la Republica norm for the use and care of laboratory animals (Diario Oficial
No. 25467, Feb 21/00). The present experimental protocol was approved by the
local Ethical Committee on Animal Care and Protocols.

Induction of maternal behavior (sensitization procedure)

Proestrous virgin females were housed in individual cages and on the following
day (estrous stage) five freshly fed pups (1 to 8 days old) were scattered in the
corner of the home cage opposite to the female’s sleeping area. The pups were
removed every 12 h and replaced 15 min later with five new freshly fed pups after
which a 15-min maternal behavior observation was performed (Pereira et al.,
2005). Based on previous studies (Fleming and Rosenblatt, 1974; Pereira et al.,
2005), retrieval of all five pups into the nest and a hover over or nursing posture
over the pups on two successive observations, were considered as markers of
maternal responsiveness. Females were assigned a sensitization latency corre-
sponding to the first day of the two consecutive maternal displays, and from this
day onwards each maternal rat received seven pups. If a female injured or killed a
pup during an observation all pups were removed. In the following test, 12 h later,
only one pup was introduced into the cage; if it was not harmed during the 15-min
observation period, two pups were added and the observation was extended another
15 min. On subsequent tests five pups were given. Animals that cannibalized pups
on two consecutive observations and those that did not display maternal behavior
after 15 days of pup exposure were excluded from the experiment.

Maternal behavior test

On the fifth day of maternal responsiveness, five foster pups of 5 days of age
were scattered in the home cage opposite to the female’s nest and the number of the
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following maternal behavior components continuously recorded for 30 min:
retrieval of the pups into the nest, mouthings (short distanced oral repositioning of
the pups), full body and anogenital lickings and nest building (Pereira and Ferreira,
2006). In addition, it was also registered the total duration of the hovering over the
pups in the nest while actively performing other behaviors (i.e., licking of pups or
self grooming) and the nursing postures. The total time out of the nest was
calculated as 1800 s (total time of the test) minus the total time in contact with pups
(summed durations of hover over plus nursing behavior). Also, the latencies to the
complete retrieval (reunion of the whole litter into the nest) as well as to begin
hovering over and nursing posture were registered. The latency to begin hovering
over or nursing posture the pups was the first occurrence of a bout of each behavior
lasting more than 2 min of duration. A latency of 1800 s was given for any category
of behavior that was not initiated within the 30-min observation period.

Stress procedure

The model employed was adapted from Hard and Hansen (1985) and includes a
circular Plexiglass arena (50-cm diameter), with its floor divided by two
perpendicular radial lines that form four sectors and by a circular line parallel to
the arena edge that separates a central and a peripheral zone (8 total quadrants).
Thus, the model includes a central, more aversive area, which allows the
assessment of anxiety-related behaviors (Campbell et al., 2003; Ennaceur et al.,
2006; Hall et al., 2000). The circular arena is enclosed in a sound proof chamber,
which is illuminated by a 25-W white light bulb suspended together with a door bell
(110 dB) on the ceiling of the test chamber. The behavior of the rat was observed
through a Plexiglass window on the front wall.

Each female was placed in the test chamber together with four foster pups
and during a 5-min period the following behaviors were recorded:

— number of peripheral crosses and rearings, as indices of exploration (Hard etal.,

1985);

— number of central crosses and latency to enter and time spent in the central

area of the open field, as indices of anxiety (Hall et al., 2000);

— number of retrievings/mouthings and lickings of the pups, as measurements
of maternal care performed during the stress procedure.

The doorbell was subsequently activated for 6 s. During this period the rats
first rushed around the chamber and immobilized concurrently with or slightly
after the termination of the bell signal. Flight and immobility reactions are
components of the rat defensive repertoire and are considered as fear behaviors
(Fahlkeetal., 1993; Hard et al., 1985; Millan, 2003). Therefore, in response to the
sound’s activation the following fear behaviors were measured (Hard et al.,
1985):

— number of lines crossed by the rat during the signal, as an index of flight
distance;

— freezing duration, defined as the time (seconds) of immobility shown by the
rat from the cessation of the signal to the first distinct body movement
excluding eye blinks and respiratory or vibrissae movements.

Corticosterone assay

Plasma CORT levels of stressed and non-stressed females were measured.
Blood samples, obtained by decapitation around noon, were centrifuged during
10 min at 4.000 rpm and the resulting plasmas stored at —20 °C until the
hormonal determination. CORT plasma levels were measured by a solid
radioimmunoassay performed with a commercial kit (coat-A-count rat cor-
ticosterone kit, DPC) employing '*I as the radioactive trace. The detection limit
ofthe assay was 11.6 ng/ml. All samples were analyzed in the same assay and the
intra-assay coefficient of variance for low, medium and high controls were 15.5%
(20.0 ng/ml), 1.0% (200.0 ng/ml) and 5.4% (500.0 ng/ml), respectively.

Experimental procedure

Animals were gently manipulated during 2 weeks to eliminate putative
unspecific stress effects of handling. Before proceeding with any experi-
mental manipulation, females were carried to the experimental room in their
home cage and left undisturbed for 2 h. Maternal females remained with the
pups until testing. The behavioral tests were performed between 1000 and
1100 and the behavior of a single rat recorded at a time by the same observer
located 1 m apart from the testing model with the aid of simultaneous video
recording.

Non-maternal virgin females were tested on the day corresponding to the
diestrous stage of their estrous cycle, 6 days after isolation. A putative effect of
isolation on virgin female’s behavior on this model was discarded in a previous
study (Ferreira et al., 2002). The maternal behavior of lactating and maternal virgin
rats was tested on the Sth day of expression of this behavior. The following day (6th
day of expression of maternal behavior) at the same hour, lactating and maternal
virgin females were tested in the stress model. If a sensitized female was not in
diestrus on the 6th day of expression of maternal care, the stress test was moved
forward to the next diestrous day. As most sensitized females were in diestrus on the
6th day of maternal behavior expression (see Results section), only two females of
the stressed group were tested 1 day later (7th day of expression of maternal
behavior) and three females of the non-stressed group were sacrificed on days 7 and
8 of maternal behavior expression.

Diestrus was selected as the stage of the estrous cycle when the stress procedure
should be performed, as estrogen levels are very low in this phase (Savoy-Moore
et al., 1980), and therefore any effect of the changes in hypothalamic—pituitary—
ovarian axis function over anxiety-related behaviors and HPA axis activity were
minimized (Fernandez-Guasti and Picazo, 1992; Seale et al., 2004; Viau and
Meaney, 1991; Zuluaga et al., 2005).

CORT plasma levels were determined from blood samples of independent
non-stressed and stressed female’s groups (maternal and non-maternal virgins
and lactating dams). Therefore, non-stressed females were left undisturbed for 2
h in the experimental room before being sacrificed; whereas stressed females
were sacrificed 15 min after the beginning of the stress procedure.

Table 1
Maternal behavior performed by sensitized and lactating females during a 30-min test on the fifth day of expression of this behavior

Number

Retrivings Mouthings Corporal lick Anogenital lick Nest building Grooming
sens 5.0 (0.0) 4.0 (2.0) 25.0 (7.0) 14.0 (2.5) 10.5 (6.8) 9.0 (3.5)
lac 5.0 (0.0) 6.5 (3.4) 25.0 (4.4) 11.5 (4.3) 13.5 (8.6) 10.0 (3.8)
U 117.5 76.0 118.0 103.5 84.5 93.0
P NS NS NS NS NS NS

Duration Latency

Hover over Nursing posture Out of the nest Complete retrieval Hover over Nursing posture
sens 1292.0 (360.5) 35.0 (77.0) 180.0 (127.5) 50.0 (20.8) 103.0 (76.0) 1650.0 (300.0)
lac 1482.5 (78.6) 92.5 (82.5) 212.5 (67.8) 57.5(21.3) 176.0 (88.6) 1707.5 (82.5)
U 87.0 114.0 118.0 94.0 102.5 107.0
P NS NS NS NS NS NS

Data are expressed as medians (SIQR). Sensitized (sens, n=17) and lactating (lac, n=14) females were compared by the Mann—Whitney U test.
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Fig. 1. Number of total and central crosses (panel A) and latency to enter and time spent in the central area (panel B) of the open field performed by non-maternal virgin
(virgin, n=8), sensitized (sens, n=10) and lactating (lac, »=9) females. Data are expressed as medians (SIQR). *p<0.05 and **p<0.01 vs. virgin, Mann—Whitney U test.

Statistical analysis

Since most of the behavioral data did not show a normal distribution
(Kolmorgorov—Smirnov test), they were analyzed by the Kruskal-Wallis one-
way analysis of variances followed by the Mann—Whitney U test. Additionally,
freezing (Hansen and Hard, 1980) and exploratory behavior (Johansson and
Hansen, 2001) distributions are too skewed to justify statistical testing with
parametric tests. Therefore, the behavioral data are expressed as medians (semi-
interquartile ranges, SIQR) (Siegel and Castellan, 1988). This representation of
the present data resembles its expression as means=standard error (SE). CORT
plasma levels fit parametric testing assumptions (Kolmorgorov—Smirnov and
Cochran C test) and therefore were analyzed by a two-way analysis of variance
followed by Tukey’s post hoc comparisons and are expressed as means+SE
(Sokal and Rohlf, 1969). Statistical significance in all cases was p<0.05.

Results
Sensitized females

Ninety percent of the NONOVX virgin females (18/20)
submitted to the sensitization procedure showed maternal
behavior after 4.0 (1.0) days of continuous exposure to pups.
Interestingly, 67% (12/18) of these females exhibited maternal
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behavior on the day corresponding to the proestrous stage of
their estrous cycle and 72% (13/18) lost their ovarian cycle and
entered in a prolonged diestrus. From these 13 rats, 10 expressed
maternal behavior in proestrus (77%), and four of this last
subgroup presented partial development of their nipples.

Maternal behavior of sensitized and lactating females

Maternal behavior assessed in a 30-min test on day 5 of
maternal responsiveness did not differ between sensitized virgin
females and lactating dams, either in its active or in its passive
components (see Table 1). However, we cannot rule out
differences in the nursing posture’s expression between the two
groups displaying maternal behavior since, nursing posture was
expressed during the final testing minutes and therefore its
duration was very short (medians around 30—90 s). One sensitized
female and five lactating dams were excluded from this analysis
because of technical problems with their videotapes.

Inside the stress model, all maternal females displayed
maternal care during the 5-min exposure to the bright-lit open-
field and this behavior did not differ between sensitized and
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Fig. 2. Flight distance (presented as number of crosses) (panel A) and duration of the immobility reaction (panel B) of virgin, sens and lac in response to the sound
activation. Data are expressed as medians (SIQR). *p<0.05 and **p<0.01 vs. virgin, Mann—Whitney U test.
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lactating rats (sum of retrievals/mouthings and lickings: 13.0
(6.4) and 16.0 (2.0), respectively; U=35.0, p=NS, Mann—
Whitney U test). A non-maternal virgin female retrieved the
pups during this period and was discarded from the experiment.

Behavioral stress responses

In the stress model employed, the anxiety-related, exploratory
and fear behaviors of non-maternal and maternal virgin females
and of lactating dams were evaluated. Regarding anxiety-related
behaviors, Fig. 1 shows that the number of central crosses, as well
as the latency to enter and the time spent in the central area of the
open field did not significantly differ between the non-maternal
virgin, sensitized and lactating groups (H, n-27y=2.1, p=NS,
Ho, N=27y=3.2, p=NS and H o, n—>7)=1.1, p=NS, respectively,
Kruskal—Wallis analysis of variances). However, maternal
females, both lactating and virgin, presented an enhanced
exploration of the novel environment reflected as a greater
number of total crosses (central plus peripheral) in comparison
with non-maternal virgin rats (Fig. 1; virgin vs. sens: U=9.5,
»<0.01 and vs. lac: U=15.0, p<0.05). The number of rearings
did not differ between groups (12.0 (4.8) for virgin, 18.5 (3.1) for
sensitized and 14.0 (3.5) for lactating rats, /> y—27y=3.6, p=NS).

As shown in Fig. 2, lactating and maternal virgin females
also exhibited diminished fear behaviors in response to the
auditory stimulus activation, as indicated by a reduced flight
distance and immobility reaction when compared to non-maternal
Virgin rats (H(Z, N:27):7-25P<0~05 and H(z’ N:27):9-1,P<0~05,
respectively).

Endocrine stress response

The two-way analysis of variance (factors: state and stress
condition) revealed an effect of stress (F(;, 49)=210.2, p<0.01)
and an interaction between female’s state and stress (F(2 49)=
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Fig. 3. CORT plasma levels (ng/ml) of females 2 h after being moved to the
experimental room (non-stress condition: virgin, n=10, sens, n=8 and lac, n=10)
or 15 min after the beginning of the stress exposure (stress condition: virgin, n=38,
sens, n=10 and lac, n=9). Data are expressed as means=SE. **p<0.01 vs. non-
stress and 'p<0.05 vs. virgin and sens, Tukey’s post hoc test.

5.5, p<0.01) on CORT plasma levels among the different
groups (Fig. 3). Thus, under resting conditions no significant
differences in CORT plasma levels were found between groups
(all post hoc tests, p=NS). After exposure to stress, CORT levels
increased in all groups (post hoc test for all groups, p<0.01),
however, the response of virgins, independently of their maternal-
or non-maternal state, was greater than that observed in lactating
dams (p<0.05 vs. lactating, for both virgin groups).

Discussion

The main result of this study is that maternal condition per se is
associated with fear reduction but not with an attenuation of the
endocrine response elicited by an emotional stressor. This result
indicates dissociation in the mechanisms that regulate both
responses. Thus, sensitized females confronted to a bright-lit open
field-loud noise stressor, resemble lactating dams in their reduced
fearfulness and non-maternal virgins in their high endocrine stress
response. This evidence strongly suggests that maternal state, by
modifying the behavioral way to confront risks, allows the care of
the young in aversive situations independently of the HPA axis
response.

Influence of the maternal condition on females' affective behaviors

As aforementioned, in the present study, the maternal state was
associated with decreased fearfulness, independently of the
endocrine profile that characterizes gestation, parturition and
lactation. This result agrees with previous studies showing that
lactating dams are less fearful and anxious than virgin females
(Bitran et al., 1991; Ferreira et al., 1989, 2002; Fleming and
Luebke, 1981; Hansen and Ferreira, 1986; Hard and Hansen,
1985; Lonstein et al., 1998; Pereira et al., 2005; Stern and
Mackinnon, 1976) and that sensitized ovariectomized females
with (Hansen and Ferreira, 1986) or without (Ferreira et al., 2002)
hormonal treatment have decreased immobility reaction, similar
to that exhibited by lactating dams. Sensitized ovariectomized
females without hormonal treatment also show lower anxiety-like
behaviors in comparison with non-maternal rats, even though
they are more anxious than postpartum dams (Pereira et al., 2005;
Stern and Mackinnon, 1976). Interestingly, in the present study,
both sensitized and lactating females exhibited high exploration
levels of the novel environment when compared with non-
maternal rats, even though they spent time caring for the pups in a
particular quadrant of the testing chamber. This result suggests
that maternal rats present less behavioral inhibition than non-
maternal females in this open field.

The remarkable similarity in the affective behavior of both
maternal groups parallels the maternal responses displayed by
these animals. Thus, the active components of the maternal care
of NONOVX-sensitized females did not differ from those
displayed by lactating dams, in contrast to other studies (LeRoy
and Krehbiel, 1978; Lonstein et al., 1999; Rosenblatt, 1975).
This discrepancy could be due to the increased quality and
quantity of pup’s stimulation received by the females in the
present study. Thus, five foster pups were exchanged twice a
day, in contrast to most of the sensitization procedures where
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subjects are exposed to three foster pups that are exchanged
once a day (Ferreira et al., 2002; Fleming and Rosenblatt, 1974;
LeRoy and Krehbiel, 1978; Lonstein et al., 1999; Stern and
Mackinnon, 1976). However, although maternal behavior was
similar between NONOV X-sensitized and postpartum dams,
we cannot rule out putative differences in maternal motivation
that may rise from more specific and sensitive tests (Stern and
Mackinnon, 1976).

The fact that most of the NONOVX females sensitized in the
proestrous day of their estrous cycle, when the preovulatory peaks
of estrogen, progesterone and prolactin occur (Savoy-Moore
et al., 1980), highlight the importance of reproductive hormones
in facilitating the induction and improving the quality of maternal
behavior in virgin rats (Bridges, 1984; Bridges et al., 1997;
Krehbiel and LeRoy, 1979; LeRoy and Krehbiel, 1978; Numan
et al.,, 1977; Stern and McDonald, 1989). Besides, most of the
sensitized rats lost their vaginal cyclicity and entered a prolonged
diestrus, probably as a consequence of pup’s ventral stimulation
(Jakubowski and Terkel, 1980, 1986; Samuels and Bridges,
1983). Therefore, despite the absence of the hormonal changes of
gestation, parturition and lactation in sensitized females, other
alterations in their reproductive hormonal profile, either in plasma
or in brain, as a consequence of pup stimulation and caretaking
cannot be excluded. This narrow and reciprocal relationship
between reproductive hormones and maternal condition makes it
difficult to completely discriminate their relative contribution to
the adaptive changes that occur during motherhood, such as
affective responses to emotional threats.

Despite the reduction in fear behaviors and the enhancement
of exploration, no differences were found between maternal and
non-maternal animals’ activity in the central area of the open
field. Although this result contrasts with previous studies
showing that postpartum dams behave less anxious than non-
maternal females in various anxiety tests (Bitran et al., 1991;
Ferreira et al., 1989, 2002; Lonstein et al., 1998; Pereira et al.,
2005; Stern and Mackinnon, 1976), others show that maternal
females do not reduced their anxiety-like behaviors (Fernandez-
Guasti and Picazo, 1993; Ferreira et al., 1989; Zuluaga et al.,
2005). The cause underlying this discrepancy is unknown but
several factors may contribute, like the presence of the pups
within the model, the nature and intensity of the aversive
stimulus, the age of the litter and the internal hormonal milieu,
among others. Regarding present results showing that maternal
rats exhibited reduced fear behaviors, but did not show
differences in the open field central exploration compared to
non-maternal females, it could be speculated that in order to
protect the pups, a maternal rat must quickly shift the behavioral
way to confront an imminent threat, like the loud noise, while in
a context where the threat is uncertain or potential, like the open
field, a better assessment of the situation may be required before
acting.

Influence of maternal condition on females' CORT stress response
The reduction in fear behaviors and CORT response of

lactating dams agrees with previous data pointing towards an
attenuation of the whole integrative response of postpartum fe-

males when facing a potential threat (Sibolboro Mezzacappa et al.,
2003). However, the mechanisms regulating both physiological
responses seem to be dissociated, since the CORT response of
sensitized rats was as high as that shown by non-maternal virgins,
while the behavioral reaction of these rats was similar to that
displayed by lactating dams. In agreement with these findings,
thelectomized postpartum dams enter a strange novel environ-
ment to retrieve pups (Stern and Mackinnon, 1976), but present a
robust CORT response to a physical stressor (Stern and Levine,
1972). Additionally, late pregnant females show a blunted HPA
axis response, but a high behavioral reaction to the elevated plus
maze (Neumann et al., 1998) and lactating dams exhibit reduced
endocrine response, but a similar immobility reaction in the forced
swimming test (Walker et al., 1995) when compared to virgin
females.

In the present study, a slight non-significant increase in basal
levels of CORT was observed in lactating females as compared to
virgins. Interestingly, controversial results were obtained regard-
ing the basal levels of CORT between lactating and virgins
females. Thus, while some studies (Stern et al., 1973; Walker
et al., 1992, 1995) report higher CORT levels in lactating rats
during the morning hours, others (Neumann et al., 1998, 2000;
Windle et al., 1997¢) fail to find this divergence. This discrepancy
could be due, among others, to the timing of blood sampling. In
the present study, blood was collected around noon when the
CORT plasma levels of the virgin rats begin to rise (Seale et al.,
2004), possibly veiling differences between both groups.

Present results, together with the previous findings showing
that virgin sensitized females do not exhibit a decreased CORT
response to a physical stressor (Schlein et al., 1974), emphasize
the importance of the hormonal profile of parturition and lactation
in the down-regulation of the HPA axis function. Thus, a clear
attenuating effect of oxytocin administration on neuroendocrine
stress response has been found in virgin females (Windle et al.,
1997b, 2004). However, the intracerebroventricular infusion of an
oxytocin receptor antagonist to lactating dams does not alter the
reduced ACTH and CORT response to an emotional stressor
(Neumann et al., 2000). On the other hand, the infusion of
prolactin antisense mRNA into the lateral ventricle of lactating
rats has been shown to increase anxiety-related behaviors in the
plus maze test and ACTH and oxytocin responses to the forced
swimming test (Torner et al., 2002). Besides, prolactin’s
administration to intact or ovariectomized estrogen-primed
virgins attenuates both, the behavioral and the neuroendocrine
responses to stressors (Donner et al., 2007; Schlein et al., 1974;
Torner et al., 2001, 2002). This evidence points towards a major
role of prolactin in the regulation of the behavioral and the
endocrine stress hypo-responsiveness. In the present study, 72%
of sensitized rats developed a prolonged diestrus, indicating that
these females presented nocturnal surges of pituitary prolactin
sufficient to inhibit the hypothalamic—pituitary—ovarian axis
(Jakubowski and Terkel, 1980, 1986). In spite of the presumed
prolactin augment, these females exhibited a high endocrine stress
reaction, suggesting that such increase is insufficient to blunt the
CORT stress response. Also, it seems unlikely that this increase
mediates their reduced fearfulness, since postpartum rats treated
with ergocryptine, a drug that blocks prolactin release, are still
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capable of retrieving pups from a T-maze extension attached to the
home cage (Stern, 1977).

The behavioral similarities between lactating and sensitized
females suggest that the affective value that maternal rats give to
this potential threat is similar, and therefore, the stimulus’ pro-
cessing that occurs in limbic areas, such as the amygdala, is also
expected to be similar. Therefore, differences in the endocrine
response between lactating and sensitized females could be due to
variations, either in the relay areas that connect limbic circuits to
the PVN, like the preoptic area and the bed nucleus of the stria
terminalis (Herman and Cullinan, 1997), or along the HPA axis. In
this sense, these relay areas exhibit changes during lactation,
which have been attributed to the endocrine profile of parturition
and lactation (da Costa et al., 1997; Hammer et al., 1992; Mann
and Bridges, 2002; Pedersen et al., 1994). For instance, a
reduction of corticotropin-releasing hormone (CRH) mRNA’s
expression in the medial preoptic area in response to stress occurs
in virgin females and is absent in lactating dams (da Costa et al.,
2001). Besides, the CRH brain system response to stressors or to
CRH infusion is attenuated during postpartum as reflected by the
blunted c-fos mRNA expression in the PVN and limbic areas
when compared to virgin females (da Costa et al., 1996, 1997). In
addition, postpartum dams exhibit a down-regulation in «l-
mediated increase in CRH mRNA in the PVN (Windle et al.,
1997a), as well as a decreased activation of corticothrops in
response to CRH secretion in the adenohypophysis (Neumann
et al., 1998; Toufexis et al., 1999). Unfortunately, to our
knowledge, no study has explored the involvement of the CRH
brain system in the behavioral or the endocrine stress responses in
maternal virgin females.

The reduced fear behaviors exhibited by lactating dams in
this model could be due to a diminished aversiveness to the
emotional threat (for a review, see Numan and Insel, 2003), thus
explaining the blunted CORT release. However the fact that
sensitized females did not show an attenuated CORT response
facing the same stimulus shed doubt over this idea. Thus, it
could be proposed that it is not the aversive value of the threat
what it is altered in maternal rats, but rather the behavioral
strategy employed to confront it. Future experiments, analyzing
the behavioral and the endocrine responses, as well as the limbic
neural activity induced by emotional stressors should be done to
further explore this idea.

In summary, the present study shows that maternal state
involves profound changes in the behavioral strategy followed by
females to confront threats, however maternal condition per se is
not enough to produce the stress-induced endocrine hypo-respon-
siveness observed during lactation. It is clear that a female’s re-
sponse to environmental stimuli changes during motherhood,
probably in order to protect the offspring. However, the contri-
bution of the affective value attributed to the stimuli and the
relevance of pups in this neural process needs to be further
clarified.
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Capitulo II

Influencia del estado endécrino y de la experiencia
reproductiva previa de ratas sexualmente activas vy
maternales en el valor de incentivo relativo de un macho y de

las crias.

La primera parte de los experimentos que se describen a continuacion dieron
lugar a la siguiente publicacién: Agrati D, Fernandez-Guasti A, Ferreira A. The
reproductive stage and experience of sexually receptive mothers alter their
preference for pups or males. Behavioral Neuroscience, 2008, 122:998-
1004.

El estro posparto es el Unico periodo en el ciclo reproductivo de las hembras, en
el cual confluyen, durante tan solo algunas horas, dos fuertes motivaciones
afiliativas hacia distintos individuos: el macho vy las crias (Gilbert et al., 1980,
1984). Dado que durante la maternidad la respuesta de las ratas ante
estimulos aversivos y reforzadores positivos es modulada por las crias (Ferreira
et al., 2002; Fleming et al., 1994; Mattson et al., 2001; Pereira et al., 2005),
es posible suponer que éstas modifiquen el valor de incentivo que el macho
posee para madres sexualmente activas. En este sentido, el valor de incentivo
gue tienen las crias para las madres aumenta por efecto de las hormonas del
periparto y por la experiencia maternal previa (Fleming & Rosenblatt, 1974;
Fleming & Sharker, 1990; Lee et al, 2000; Pereira & Ferreira, 2006). Sobre esta
base nos preguntamos si el valor de incentivo relativo del macho y de las crias
variaba para madres sexualmente activas con diferente perfil hormonal y

experiencia reproductiva previa (a partir de la hipotesis 2).

Objetivo 1

Determinar el valor de incentivo relativo del macho y de las crias para hembras
sexualmente activas y maternales con diferente perfil endocrino (proestro

tardio vs. estro posparto) y experiencias reproductivas previas (gestacion,

parto y/o lactancia).
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Abordaje experimental

Se describe en detalle en el articulo Agrati et al., 2008b adjunto al final del
capitulo. Brevemente, evaluamos la preferencia por un macho o crias de los
siguientes grupos de hembras sexualmente activas y maternales:

1. Virgenes ciclantes maternales (a través del proceso de sensibilizacién)
probadas en la noche del proestro (sin experiencia reproductiva previa,
n=7).

2. Primiparas ciclantes (tuvieron un parto y lactancia previa) maternales
probadas en la noche del proestro (n=7). Fueron sensibilizadas dos
semanas luego del destete de la primera camada.

3. Lactantes primiparas en estro posparto (sin experiencia de parto o
cuidado maternal previo, n=9).

4. Lactantes multiparas con experiencia maternal previa restringida, en
estro posparto (n=7). Estas hembras tuvieron un parto previo, pero sus
crias fueron removidas inmediatamente luego de nacer y las madres se
volvieron a prefiar esa misma noche. A estas hembras se les permitio
comer la placenta y lamer esporadicamente a las crias en su primer
parto, pero nunca se les permitié acarrearlas o amamantarlas.

5. Lactantes multiparas en estro posparto (con una experiencia maternal
completa previa, n=7). Estas hembras tuvieron un parto y lactancia

previos y fueron re-prefiadas en el primer proestro luego del destete.

Como control se utilizaron hembras ciclantes virgenes y primiparas no-

maternales probadas en proestro tardio (n=14).

Estos grupos de madres sexualmente activas nos permiten disecar la influencia
de la condicién maternal per se sin y con experiencia maternal previa (ciclantes
maternales 1 y 2) y la influencia del perfil enddcrino del periparto, asi como de
diferentes experiencias maternales (posparturientas 3, 4 y 5) en la preferencia

por macho vs. crias.

Todas las hembras fueron probadas en la prueba de preferencia por lo menos 2
hs luego de comenzada la fase de oscuridad del ciclo luz/oscuridad y, en el caso
de las hembras postparturientas, 9-10 hs luego de iniciado el parto, para

asegurar su actividad sexual (Connor & Davis, 1980a; Gilbert et al., 1980,
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1984; Hard & DeBold, 1972). La condicién sexual de las hembras se confirmé
luego de la prueba, verificando la exhibicién de la postura de lordosis en
respuesta a la monta de un macho en una caja limpia. Posteriormente, las ratas
maternales fueron devueltas a sus cajas y se confirmd la reunidon de toda la

camada en el nido.

Para probar la preferencia de las hembras sexualmente activas y maternales
por macho o crias, utilizamos un procedimiento de elecciéon donde la hembra se
mueve libremente en un laberinto en forma de Y, con cada uno de los 3 brazos
conteniendo un compartimiento con un macho sexualmente activo, 7 crias o sin
estimulo (neutro) (Figura 7). Consideramos el tiempo total de permanencia en
cada brazo como medida de la preferencia y por lo tanto de la fuerza del valor
de incentivo de un estimulo con relacién al otro. Este modelo es sensible a
diferencias en el valor de incentivo sexual (ver Agrati et al., 2008b), asi como

maternal (Pereira & Ferreira, 2006).

neutro

m

Figura 7. Modelo de preferencia macho vs. crias. La prueba consiste en 15 min de
habituacién de la rata al modelo sin estimulos, luego de los cuales se introducen los
estimulos en los extremos de los brazos y se registra el comportamiento de la hembra
durante 20 min (en detalle en Agrati et al., 2008b).

Resultados
Como se muestra en la figura 8, los grupos presentaron diferencias claras en el
tiempo de permanencia en los diferentes compartimientos del modelo (macho:

H (5, 51) = 30.6, p<0.01 y crias: H (5, 51) = 18.9, p<0.01, analisis de

varianzas de una via de Kruskal Wallis).
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Figura 8. Porcentaje del tiempo total en el compartimiento del macho (barras negras), de
las crias (barras grises) y en el neutro (barras blancas) de hembras ciclantes no-maternales
(ciclantes no maternal), maternales virgenes (ciclantes maternal virgen), y maternales
primiparas (ciclantes maternal prim) y de madres posparturientas sin experiencia
reproductiva (posparto prim sin exp mat), multiparas con experiencia restringida al parto
(posparto mult con exp mat restringida) y multiparas con experiencia maternal completa
(posparto mult con exp mat). Los datos se expresan como medianas (RSIQ). * p<0.05 y
**p<0.01 vs. macho y Tp<0.05 y Ttp<0.01 vs. crias dentro de un grupo, prueba pareada de
Wilcoxon y *p<0.05 entre grupos, prueba U de Mann-Whitney (de Agrati et al., 2008b).

Influencia de la condicion maternal

Las hembras ciclantes maternales y no-maternales exhibieron una marcada
preferencia por el compartimiento del macho en comparacién con los otros
(macho vs. crias y vs. neutro: T=0.0, p<0.05 para los 3 grupos). Esta clara
preferencia se acompafié de comportamientos activos (rasgufos e intentos de
levantar la barrera con las patas delanteras y los dientes) para tener acceso al
macho, en comparacién al comportamiento dirigido hacia las crias (Tabla 2).

Influencia de la gestacion, el parto y la lactancia

Curiosamente, las hembras posparturientas primiparas exhibieron un tiempo
reducido de permanencia tanto en la proximidad de las crias como del macho
(Figura 8). Estas hembras, a su vez, exhibieron una disminucion de la

exploracion del laberinto en comparacion al resto de los grupos (Tabla 2).
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Influencia de la experiencia reproductiva previa

Ambos grupos de hembras posparturientas multiparas mostraron preferencia
por el compartimiento de las crias, reflejada en un mayor tiempo de
permanencia en este compartimiento en comparacion con las hembras
lactantes primiparas y las ciclantes (Figura 8). Esta clara preferencia por las
crias se acompafié de un mayor esfuerzo por tener acceso a ellas y de un
aumento del acicalamiento, que puede reflejar una conducta desplazada, en

comparacioén con el resto de los grupos (Tabla 2).

Tabla 2. Exploracidn, intentos de tener acceso a los estimulos y acicalamiento
realizados por las hembras en el modelo de preferencia.

Exploracidn Intentos macho Intentos crias Acicalamiento
Cicl no matemal 43.0(10.3y+* 1.5 (14a**t] QO OO 8.0 UTTET
Cicl maternal virgen 3BO(33* 1.0 (1.Cha*t 0.0 (03Tt S008I
Cicl maternal prim 42 Q6.5+ 20040 0.0 7T 2.0023)7
PP prim sin exp rmat 280005 0000 0o .mT 20045
PP rult exp mat rest 44 0 (6.3) 0.0 (0 0ha 10.0 (6.0) 13.004.8)
PP mult exp mat 36.0 (7.8)% 0.0 (0.00a 15.0 (7.8) 17.0 (2.0

Los datos se expresan como medianas (RSIQ). Hembras ciclantes no-maternales (cicl no-
maternal), maternales virgenes (cicl maternal virgen) y maternales primiparas (cicl mat
ernal prim) y hembras posparturientas primiparas sin experiencia (PP prim si exp mat),
multiparas con experiencias restringida al parto (PP mult exp mat rest) y multiparas con
experiencia maternal completa (PP mult exp mat). a p<0.05 intentos de obtener crias vs.
macho dentro de un grupo, prueba pareada de Wilcoxon y *p<0.05 y **p<0.01 vs. PP prim
sin exp mat, Tp<0.05 y t1tp<0.01 vs. PP mult exp mat rest y ¥p<0.05 and #¥p<0.01 vs. PP
mult exp mat, prueba U de Mann-Whitney (de Agrati et al., 2008b).

Todas las hembras, sensibilizadas y lactantes, incluidas en este trabajo

presentaron lordosis en respuesta a la monta del macho y acarrearon a toda la

camada al nido a regresar a su caja.
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Control de la posible influencia de la hora de prueba en la preferencia
macho vs. crias de las hembras en estro posparto.

Si bien las hembras posparturientas se encuentran sexualmente activas a las 9
hs posparto, el heat sexual, periodo de maxima receptividad sexual (Hardy &
DeBold, 1972), ocurre 12.5 hs luego del inicio del parto (Connors & Davis,
1980a,b). Por este motivo, comparamos la preferencia por macho vs. crias
(como se describié anteriormente en Agrati et al., 2008b) de hembras lactantes
primiparas (n=9) y multiparas (n=7) 12-13 hs luego del inicio del parto, con la

de virgenes ciclantes en proestro tardio (n= 7).

Como esperabamos, las hembras ciclantes en proestro tardio permanecieron la
mayor parte de la prueba cerca del macho (mas del 60 % del tiempo), a
diferencia de las hembras posparturientas (vs. lac prim estro U=0.0 y vs. lac
mult estro U=1.0, p<0.01). Sin embargo, ambos grupos de madres
permanecieron un tiempo mayor en el compartimiento de las crias que en el del
macho (crias vs. macho: primiparas 29.5 (5.3) vs 11.1 (3.8) T=3.0, p<0.05 y
multiparas 40.8 (9.1) vs 7.5 (6.4) T=2.0, p<0.05, prueba pareada de
Wilcoxon). Esta preferencia por las crias, asi como el esfuerzo realizado para
tener acceso a las mismas fueron, no obstante, mayores en las hembras
multiparas respecto a las primiparas (preferencia: U=14.0, p=0.06 y esfuerzo:

Figura 9).
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Figura 9. Numero de intentos de tener acceso al macho (barras negras) y a las crias
(barras grises) realizado por hembras ciclantes en proestro tardio (cicl proestro) y lactantes
en estro posparto primiparas (lac prim estro) y multiparas (lac mult estro). Los datos se
expresan como medianas (RSIQ).* p<0.05 vs. macho, prueba pareada de Wilcoxon y *sobre

las barras p<0.05 entre grupos, Prueba U de Mann-Whitney.
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A su vez, es interesante destacar que si bien las hembras en proestro tardio,
que mostraron preferencia por el macho, realizaron pocos intentos por tener
acceso al mismo, todas exhibieron conductas proceptivas cerca del macho, a
diferencia de las hembras en estro posparto (hembras que exhibieron
comportamiento proceptivo: ciclantes 7/7, lac prim 3/9 y lac mult 2/7, ciclantes
vs. prim y mult p<0.05, Prueba de Probabilidad Exacta de Fisher).

Conclusion

En la presente seccion demostramos que durante el proestro tardio el macho
posee un fuerte valor de incentivo para las hembras ciclantes, que no
disminuye por la condicién maternal. En cambio, durante el estro posparto, las
hembras, a pesar de estar sexualmente activas, no muestran preferencia por el
macho. Por otra parte, el periodo de interaccién con las crias en el dia del parto
parece ser critico para la motivacion maternal de hembras sin experiencia
reproductiva previa, pero no para las madres multiparas. Este efecto
potenciador del valor de incentivo de las crias de la experiencia maternal sélo

se observa en el contexto enddcrino del periparto (y no en hembras ciclantes).

Estos resultados en conjunto muestran que el valor relativo del macho y las
crias en una situacidn de eleccion para hembras sexualmente activas y
maternales varia en funcién del perfil enddécrino y de la experiencia
reproductiva previa, sugiriendo diferencias en las motivaciones maternal y
sexual de estas hembras. Sobre esta base nos preguntamos si las diferencias
en la preferencia por macho y crias se manifestaban en la expresién de los

comportamientos sexual y maternal.

Objetivo 2

2a. Comparar el comportamiento maternal de hembras primiparas y multiparas

en estro posparto.

2b. Comparar el comportamiento sexual de hembras virgenes ciclantes en

proestro tardio y de primiparas y multiparas durante el estro posparto.
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Abordaje experimental

Comportamiento maternal

El comportamiento maternal de hembras postparturientas primiparas (n=9) y
multiparas (n=7) durante el estro posparto fue evaluado en una prueba de 30
min con toda su camada (igualada a 8 crias 1 h luego del parto) como se

describié anteriormente (ver Agrati et al., 2008a).

Comportamiento sexual

El comportamiento sexual de hembras virgenes ciclantes en proestro tardio
(n=7) y de hembras en estro posparto primiparas (n=9) y multiparas (n=7) fue
evaluado en una arena para observar conducta sexual (vide infra). La prueba
se realizé por lo menos 2-3 h luego del inicio de la fase de oscuridad del ciclo
luz/ oscuridad y 12-13 hs luego del parto en el caso de las hembras
posparturientas (Connors & Davis, 1980a, 1980b; Hardy & DeBold, 1972). Las
madres fueron separadas de sus crias 30 min previo al inicio de la prueba de

comportamiento sexual con el fin de reducir los niveles de agresion maternal.

Prueba de comportamiento sexual

Se introdujo a la hembra en una arena de acrilico cilindrica de 50 cm de
didmetro para observar la conducta sexual. Luego de un periodo de habituacién
de 5 min, se colocé a un macho sexualmente activo y se registraron las
siguientes respuestas de las hembras hasta la primera eyaculaciéon del macho:
comportamientos proceptivos de hops & darts (corridas y saltos cortos y
bruscos frente al macho), posturas de lordosis (respuesta receptiva de la
hembra de dorsoflexién frente a la monta del macho) y ataques, asi como la
latencia al primer comportamiento proceptivo (Pfaus et al., 1999). A su vez, se
registré el nimero de montas/intromisiones (no se discrimind entre ambos
patrones comportamentales) hasta la eyaculacion, asi como la latencia a la
primer monta/intromision y eyaculacion de los machos (Fernandez-Guasti, et
al., 1986). El cociente de lordosis, indice de receptividad sexual de la hembra
(Hardy & DeBold, 1972), se calculé como el cociente del niumero de lordosis
entre el niUmero total de montas/intromisiones incluyendo la eyaculacion. De la
misma forma, calculamos el cociente entre el nimero de hops & darts y el
numero total de montas/intromisiones mas la eyaculacion, para corregir estos

comportamientos proceptivos en funcién de la actividad sexual del macho, ya
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gue su expresion se encuentra asociada a la interaccién sexual con el mismo
(Pfaus et al., 1999).

Figura 10. Interaccién sexual. Comportamiento proceptivo de la hembra y persecucion del
macho (cuadro de la izquierda y central) y postura de lordosis de la hembra en respuesta a

la monta del macho (cuadro de la derecha).

Resultados

Comportamiento maternal

El comportamiento maternal de hembras primiparas y multiparas durante el
estro posparto no difirié entre si, ni en los componentes activos (Figura 11), ni
en los pasivos (primiparas vs multiparas en duraciéon en segundos de hover
over: 992.0 (163.5) vs 1404.0 (225.0), U= 24.0, p=NS y de posturas de
amamantamiento: 430.0 (171.5) vs 205.0 (282.4), U= 28.0, p=NS, prueba U
de Mann Whitney).
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Figura 11. Componentes activos del comportamiento maternal exhibido por hembras

lactantes en estro posparto primiparas (barras grises) y multiparas (barras negras). Datos

expresados como medianas (RSIQ). p=NS, Prueba U de Mann-Whitney.
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Comportamiento sexual

Las respuestas proceptivas de hops & darts y la receptividad sexual de las
hembras en funcion del comportamiento sexual del macho (numero de
montas/intromisiones incluyendo la eyaculacion) no difiri6 entre los grupos
(Figura 12 A y B), si bien las hembras en estro posparto exhibieron latencias a
la primera conducta proceptiva mayores a las de las hembras ciclantes (Tabla
3). Las hembras sexualmente activas posparturientas, al igual que las ciclantes,
no atacaron de forma significativa a los machos durante la prueba (nimero de
ataques de cicl proestro: 0.0 (0.0), lac prim estro: 0.0 (0.5) y lac mult estro:
0.0 (0.3), H (2, 23)= 3.4, p=NS).
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Figura 12. Cociente de comportamientos proceptivos sobre nimero total de montas,
incluyendo la eyaculacién (Panel A) y cociente de lordosis (nimero de lordosis sobre nimero
total de montas incluyendo la eyaculacion, Panel B) de hembras virgenes ciclantes en
proestro (cicl proestro) y lactantes en estro posparto primiparas (lac prim estro) y multiparas
(lac mult estro). Los datos se expresan como mediana (RSIQ). P=NS, analisis de varianzas

de una via de Kruskall Wallis.

Curiosamente, los machos exhibieron un comportamiento diferente frente a las
hembras en proestro tardio que frente a las lactantes en estro posparto. Asi, los
machos enfrentados a hembras posparturientas, presentaron latencias de
monta y de eyaculacion significativamente mayores a las observadas en los que
copularon con hembras en proestro (Tabla 3) y presentaron un mayor nimero
de montas/intromision hasta la eyaculacion (Tabla 3). Este aumento del umbral
eyaculatorio de los machos enfrentados a hembras en estro posparto se
acompafnd de un mayor numero de conductas proceptivas de las hembras en

comparacion a las exhibidas por las ciclantes en proestro (Tabla 3).
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Tabla 3. Latencias a la ejecucion y frecuencia de diferentes componentes del

comportamiento de las hembras y de los machos durante la interaccién sexual.

fatencias numero
proceptiva monta evaculacién proceptivas montas/intro
cicl proestro 12.0 (9.8) 170(53) 188.0 (40.5) B.0(3.8) 8.0 (1.8)

lac prim estro B2.0(11.5)™ 740 (135"  440.0({134.5)"* 3400178y 19058
lac mult estro  115.0(32.8)* 46.0 (53.51* 406.0 (211.3)* 2700108y 170E3

Hembras ciclantes en proestro (cicl proestro) y madres en estro posparto primiparas (lac
prim estro) y multiparas (lac mult estro). Los datos (latencias en segundos) se expresan
como mediana (RSIQ). *p<0.05 y **p<0.01, Prueba U de Mann-Whitney.

Conclusion

Las diferencias motivacionales observadas en la prueba de preferencia macho
vs. crias entre hembras ciclantes y postparturientas sin y con experiencia
reproductiva previa, no se manifestaron en la expresion de los
comportamientos maternal y sexual cuando las mismas fueron enfrentadas
Unicamente a uno de los estimulos. Asi, una experiencia reproductiva previa
aumenté la motivacién maternal de las hembras posparturientas en una
situacién de preferencia donde las madres no tenian acceso a las crias, pero no
modificd la expresiéon del comportamiento maternal en la caja materna. De
forma similar, a pesar de mostrar poco interés por el macho en la prueba de
preferencia, las hembras en estro posparto exhibieron comportamientos
proceptivos y receptivos similares a los de las hembras ciclantes en proestro

tardio en la interaccidén sexual con un macho.

Discusion general

Preferencia macho vs. crias

Para la expresion del comportamiento sexual femenino, a diferencia del
maternal, es indispensable la accién de las hormonas ovaricas en areas
especificas del SNC (Beach, 1976; Edwards & Pfeifle, 1983; Kato & Sakuma,
2000; Paredes & Alonso, 1997). Asi, para las hembras ciclantes el alto valor de
incentivo del macho en relacién a las crias probablemente se deba al aumento
drastico en los niveles de progestdgenos precedido por la secrecién de
estrégenos que caracterizan al proestro (Savoy-Moore et al., 1980). El hecho
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de que la condicion maternal no modifique la preferencia de las hembras
ciclantes, indica que su motivacién maternal es baja, a pesar de expresar
cuidados maternos en la caja nido. Este resultado concuerda con trabajos
previos que muestran que las hembras sensibilizadas tienen una menor
motivacion maternal que las hembras lactantes (Fleming et al., 1994; Lee et
al., 2000; Pereira & Ferreira, 2006; Stern & Mackinnon, 1976). En esta linea,
ha sido propuesto que los estimulos provenientes de las crias ejercerian un
menor efecto activador o energizante del comportamiento maternal en las
hembras sensibilizadas que en las lactantes (Pereira & Ferreira, 2006). Asi, el
aumento del valor de incentivo de las crias, mediante un incremento de sus
demandas fisioldgicas, mejora la expresién del comportamiento maternal de
hembras ovariectomizadas sensibilizadas (Pereira & Ferreira, 2006). De igual
forma, la potenciacion de la neurotransmisién dopaminérgica implicada en el
control de la motivacion maternal (ver revision Numan & Stolzenberg, 2009),
mediante la administracion sub-aguda de apomorfina, incrementa el
comportamiento maternal de las virgenes ovariectomizadas maternales a
niveles similares a los exhibidos por hembras lactantes (Pereira, 2005). Por otra
parte estudios de activacién neuronal, a través de la cuantificacion de la
proteina Fos, muestran que las hembras lactantes exhiben una mayor
activacion de dareas del sistema olfativo accesorio y de la amigdala medial que
hembras sensibilizadas, luego del despliegue de cuidados maternos (Komisaruk
et al., 2000), sugiriendo un procesamiento diferencial de los estimulos olfativos
de las crias en ambos tipos de madres (Walsh et al., 1996).

Curiosamente, las hembras lactantes primiparas, pasaron de una falta de
preferencia por crias a las 9 hs posparto (Agrati et al, 2008b) a exhibir
preferencia por las mismas a las 12 hs, apuntando a un efecto del tiempo de
interaccion madre-cria. En este sentido, el dia del parto es un periodo critico
para una hembra sin experiencia maternal, ya que se consolida la memoria
maternal (Fleming & Sarker, 1990; Lee et al., 1999) y comienzan a fortalecerse
los procesos motivacionales relacionado con las crias (Lee et al., 2000; Orpen &
Fleming, 1987). Es posible entonces, que en el dia del parto, variaciones en el
tiempo de interaccion madre-cria modifiquen la fuerza de la motivacion
maternal, en este caso, promoviendo la busqueda de las crias en el modelo de
preferencia. Por otra parte, a las 12 h posparto, durante el heat sexual, las

hembras pueden tener un aumento en la motivaciéon general o arousal, que
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habilite la expresién de una preferencia por las crias. Asi, un tratamiento
hormonal que induce maxima actividad sexual en hembras virgenes

ovariectomizadas, aumenta también su exploraciéon (Pfaus et al., 1999).

Las hembras lactantes multiparas presentaron, en ambos periodos del
posparto, una fuerte preferencia por las crias, indicando que la experiencia
reproductiva previa aumentd su valor de incentivo; compensando la posible
influencia del menor tiempo de interaccion con las crias. Este efecto de la
experiencia previa sélo se observo en el contexto enddcrino del parto (y no en
hembras ciclantes), revelando un efecto sinérgico de la experiencia maternal
previa y del perfil endécrino del periparto sobre la motivacion maternal. En este
sentido, Fleming y Sarker (1990) mostraron que la reduccion de la latencia de
sensibilizacion como consecuencia de la experiencia maternal previa, es mayor

en hembras en gestacion tardia que en ciclantes.

Las diferencias motivacionales observadas entre madres primiparas y
multiparas pueden deberse a cambios de larga duracion en diferentes areas del
SNC asociadas al control del comportamiento maternal, como consecuencia de
la experiencia endécrina y maternal previa. EIl APOM, en particular, presenta
cambios estructurales en el nimero de astrocitos (Featherstone et al., 2000),
asi como funcionales en la sensibilidad a opioides (Mann & Bridges, 1992) en
hembras multiparas respecto a primiparas. A su vez, ratas posparturientas con
experiencia maternal previa muestran una mayor activacion del APOM, asi
como de regiones asociadas a procesos de memoria como la amigdala
basolateral y la corteza prefrontal, al ser re-expuestas a crias, en comparacion

a hembras sin experiencia previa (Fleming & Korsmit, 1996).

Si bien el tiempo de permanencia cerca del macho o de las crias en el modelo
de preferencia refleja la motivacion de las ratas, el comportamiento exhibido
por las hembras cuando estdan en la cercania de estos estimulos parece
responder a caracteristicas propias de cada comportamiento, que difieren entre
si. Asi, las hembras que prefirieron a las crias realizaron un gran esfuerzo para
entrar en contacto con las mismas, reflejando la necesidad de las madres de
permanecer en un estrecho contacto fisico con sus hijos. Es bien conocido que
la estimulacion de la region perioral y ventrotoraxica de las madres es

fundamental para la expresion del comportamiento maternal (Stern & Johnson
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1989; Stern & Kolunie 1991) y la interaccién fisica con las crias refuerza
procesos de aprendizaje operante (Lee et al., 2000). Por otra parte, las
hembras que prefirieron al macho, no realizaron un esfuerzo importante para
tener acceso al mismo, pero exhibieron comportamiento proceptivo en su
proximidad. De igual forma, las hembras sexualmente activas no inician el
contacto fisico con el macho durante la ejecuciéon de la conducta sexual, sino
que realizan rapidos acercamientos seguidos de cortos alejamientos, para

solicitar la monta del macho.

Es interesante destacar, a su vez, que el macho tuvo un fuerte valor de
incentivo en el contexto endocrino del proestro tardio, mientras que la
experiencia maternal previa aumentod el valor de incentivo de las crias en el
contexto endocrino del parto. Estos resultados en conjunto enfatizan la
importancia de la secuencia temporal en la cual se encuentran las hormonas
reproductivas en momentos puntuales del ciclo reproductivo para promover
procesos de atraccion a estimulos especificos con significado bioldgico, como el
macho y las crias (Beach, 1976; Pereira et al., 2008; Pfaus et al., 1999;
Rosenblatt, 1975).

Ejecucion de los comportamientos maternal y sexual

La semejanza en la ejecucion del comportamiento maternal en la caja nido de
las madres primiparas y multiparas, que poseen diferente motivacién maternal,
concuerda con trabajos previos que no encuentran diferencias mayores entre el
cuidado maternal de hembras primiparas y multiparas durante la primera
semana de lactancia (ver revision Numan & Insel, 2003). En esta linea,
observamos que las virgenes maternales exhiben comportamiento maternal
similar al de hembras lactantes primiparas en el 5to dia de despliegue de
cuidados de las crias (Agrati et al., 2008a). Estos resultados resaltan la
importancia de utilizar modelos especificos para evaluar una motivacion
(Fleming et al., 1994; Lee et al., 2000; Stern & Mackinnon, 1976) o mas de
una (Agrati et al., 2008a; Mattson et al., 2001), para comprender y predecir el

comportamiento de un individuo en situaciones mas complejas.
Curiosamente, la interaccion sexual de hembras en proestro tardio difirid de la
observada en hembras en estro posparto, siendo esta diferencia mas marcada

en el comportamiento del macho. Asi, la mayor latencia de monta y el mayor
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umbral de eyaculacién de los machos en presencia de hembras posparturientas
vs. proestro tardio, sugieren un menor interés sexual de estos machos (Clark et
al, 1987). Esto podria explicar a su vez el aumento de las conductas
proceptivas de las hembras posparturientas. Durante el estro posparto, las
hembras podrian ser menos atractivas para los machos que durante el proestro
tardio debido a su perfil hormonal y citologia vaginal particulares
(observaciones propias, Connors & Davis, 1980b). Deben realizarse estudios
enfocados en el comportamiento y la preferencia sexual de machos por
hembras en proestro vs. en estro posparto para determinar el valor de

incentivo sexual de estas hembras para los mismos.

Las ratas posparturientas presentaron una mayor latencia a la conducta
proceptiva respecto a las hembras en proestro, sugiriendo una menor
motivacion sexual. Sin embargo, no atacaron a los machos y presentaron
proceptividad en funcién del comportamiento del macho similar a la de las ratas
en proestro tardio, indicando una ejecucion semejante del comportamiento
sexual. Estos resultados contrastan con los de Connors y Davis (1980a) que
observaron que las madres posparturientas presentan rechazos a los intentos
de monta a pesar de estar receptivas y no observan, sin embargo, diferencias
en el comportamiento de los machos. Esta discrepancia puede deberse a
diferencias en la manipulacion de las hembras previamente a la prueba de
comportamiento sexual (por ejemplo: el intervalo de separacién de las madres
de sus crias fue mayor en nuestro caso), asi como a la experiencia sexual de

los machos utilizados.

Independientemente de las semejanzas en el comportamiento maternal y
sexual de las hembras, las diferencias observadas en la preferencia por el
macho vy las crias sugieren diferencias en ambas motivaciones. Esta preferencia
de las hembras por el macho o las crias podria responder a mecanismos activos
por los cuales la motivacién sexual o la motivacion maternal estén aumentadas
de forma independiente, o alternativamente a una competencia entre ambos
estimulos, que implica que cuando el valor de uno aumenta el del otro
pasivamente disminuya. Para responder esta pregunta es necesario abordar el
estudio de ambas motivaciones -sexual y maternal- de forma separada en
ratas sexualmente activas y maternales. Sin embargo, el hecho de que los

comportamientos sexual y maternal, y en particular sus componentes activos,
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no variaran entre los distintos tipos de hembras en presencia de un Unico
estimulo (macho o crias) sugiere que el valor de un estimulo es afectado por el
valor del otro. Si durante el estro posparto, el comportamiento de la hembra
con relacion al macho y a las crias esta influido por una competencia entre
ambos estimulos: ¢Cdmo responde una madre sexualmente activa al ser

enfrentada simultdneamente a ambos?
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Female rats show postpartum estrus, a unique stage in their reproductive cycle in which they are able to
display maternal and sexual responses at the same time. To assess the relative value of pups or males for
sexually receptive mothers with different hormonal profiles and reproductive experiences, we employed
a 3-point star maze with 3 choice compartments containing: pups, a sexually active male, or no stimulus
(neutral). Cycling maternal and nonmaternal females in late proestrus, independently of their previous
reproductive experience, strongly preferred the male to the pups, although most postpartum estrous dams
did not exhibit preference for the male. The majority of the postpartum primiparous females did not
prefer the litter’s chamber either, but a previous reproductive experience strongly determined their
preference for the pups. These results suggest that the hormonal changes of the proestrus, in contrast to
those of the postpartum estrus, promote a strong preference for the male that is not diminished by the
maternal condition. Conversely, the endocrine changes of the postpartum facilitate the effect of previous
reproductive experience in strengthening the incentive value of the pups.

Keywords: maternal motivation, sexual motivation, pup—male preference, reproductive stage, reproduc-

tive experience

Female rats exhibit a fertile postpartum estrus, generally on the
night of delivery. During this unique period of their reproductive
cycle, the females show proceptive/receptive behaviors toward
male and care-taking activities toward their pups (Connor & Davis,
1980a; Gilbert, Pelchat, & Adler, 1980, 1984).

The strong incentive value of the pups for lactating dams and of
the males for sexually receptive virgin females has been well
documented using both conditioned place preference and operant
procedures. Thus, maternal or sexually receptive rats prefer an
environment that was previously paired with pups (Fleming,
Korsmit, & Deller, 1994) or with a male (Paredes & Alonso, 1997)
to the alternative neutral environment and learn to bar press to gain
access to pups (Lee, Clancy, & Fleming, 1999) or to a male
(Bermant & Westbrook, 1966), respectively. In addition, when
given the choice between cues associated with pups and those
associated with cocaine, most early postpartum dams express
preference for the pups-associated chamber (Mattson, Williams,
Rosenblatt, & Morrell, 2001).
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The reproductive hormones associated with proestrus or with
late gestation and parturition facilitate the expression of female
sexual (Clark, Kelton, Guarraci, & Clyons, 2004; Connors &
Davis, 1980b; Edwards & Pfeifle, 1983; Paredes & Alonso, 1997)
and maternal (Bridges, 1975, 1977; Fleming & Sarker, 1990;
Orpen & Fleming, 1987; Orpen, Furman, Wong, & Fleming, 1987)
behaviors, probably by enhancing their respective motivations
(Fleming & Sarker, 1990; Paredes & Alonso, 1997; Pereira &
Ferreira, 2006; Stern & Mackinnon, 1976). Thus, ovariectomized
females only show proceptive and receptive responses if they
receive an estrogen plus progesterone treatment that mimics the
hormonal changes of the proestrus (Clark et al., 2004; Edwards &
Pfeifle, 1983; Paredes & Alonso, 1997). In this line, a hormonal
treatment that mimics the profile of late pregnancy and parturition
accelerates the onset and partially overcomes the deficits in ma-
ternal behavior (Bridges, 1984; Krehbiel & LeRoy, 1979; Orpen
et al., 1987) shown by sensitized females—virgin rats that develop
maternal behavior by continuous exposure to pups (Coshier &
Courturier, 1966; Fleming & Rosenblatt, 1974). On the other hand,
previous sexual experience slightly enhances female’s sexual be-
havior in future encounters with males (Rajendren, Dudley, &
Moss, 1990), but does not affect sexual motivation measured in a
partner preference task (Clark et al., 2004). Regarding maternal
care, previous reproductive experience reduces the sensitization
latency and improves the maternal behavior of cycling and late
pregnant rats (Bridges, 1975, 1977; Fleming & Sarker, 1990;
Orpen & Fleming, 1987; Orpen et al., 1987).

In this study, it was hypothesized that the relative strength of the
two stimuli, pups and male, differ for sexually receptive mothers
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according to their reproductive stage (late proestrus vs. postpartum)
and their previous reproductive experience (prior gestation, parturi-
tion, and lactation). To explore this idea, we assessed the preference
for pups or a male in both sensitized cycling- and postpartum-estrous
females, with and without previous gestation, parturition, and lacta-
tion. Earlier reports show that maternal interaction with pups follow-
ing parturition improves the female’s maternal responsiveness in a
subsequent pregnancy (Bridges, 1977; Fleming & Sarker, 1990),
but no study has assessed the sole influence of a previous gestation
and delivery either on maternal behavior or motivation following
a subsequent parturition. Therefore, to further discriminate the
influence of a previous gestation and parturition alone from that of
the maternal experience, two groups of postparturient females
were included: both with a previous parturition but one with
minimal maternal interaction with pups. Finally, a group of cycling
nonmaternal sexually receptive females, with and without previous
reproductive experience, was incorporated as a control group.

To test the preference of these sexually receptive mothers for the
pups or a male, we employed a choice procedure in which the
females were allowed to move freely within the three arms of a
“three point star”-shaped maze, each arm having at the end a
chamber containing pups, a male, or no stimulus. The total time
spent in each chamber constitutes the measure of female’s prefer-
ence and hence the strength of the value of one stimulus relative to
the other. This model is sensitive to sexual stimuli, as cycling
nonmaternal sexually receptive females choose the male over the
proestrous female compartment (present study, see below), and is
also responsive to maternal stimuli with different incentive values,
as lactating dams prefer a chamber containing demanding rather
than nondemanding pups (Pereira & Ferreira, 2006).

Materials and Method
Subjects

Female and male Wistar rats and pups of 1 to 8 days old were
used. All animals were housed in a temperature and humidity-
controlled environment (21 = 1 °C and 65%, respectively), under
a 12-hr light-dark cycle (lights on at 0500). Only cycling females
that showed two regular consecutive estrous cycles were used.
Breeding was achieved by placing a receptive female rat with a
sexually active male. In addition to the experimental female
groups, an extra group of donor lactating rats supplied foster pups
for the sensitization procedure and for testing. Females from all
groups were 6 = 1 month of age at the time of testing.

Animal care and experimental procedures were performed in
accordance with the “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” of the National Institutes of Health (1986) and the
“Guidelines for Ethical Conduct in the Care and Use of Animals”
(APA, Board of Scientific Affairs, Committee on Animal Research
and Ethics, 2002). The local Ethical Committee, in accordance
with the Universidad de la Republica norm for the use and care of
laboratory animals (Diario Oficial 25467, February 21, 2000),
approved this study.

Induction of Maternal Behavior (Sensitization Procedure)

In a previous study, we determined that when the sensitization
procedure begins on estrous stage, most virgin cycling females

sensitize on the following proestrus (Agrati, Zuluaga, Fernandez-
Guasti, Meikle & Ferreira, 2008). Therefore, virgin females were
isolated in proestrus and on the following day (estrus) exposed to
newborn pups so that their first day of maternal responsiveness
coincided with the sexually receptive day of their estrous cycle. On
the other hand, primiparous rats are known to exhibit shorter
sensitization latencies than virgins (Bridges, 1975, 1977; Fleming
& Sarker, 1990) and were therefore isolated in estrus and began the
sensitization procedure on metaestrus. Proestrous virgin and es-
trous primiparous females were housed in individual cages and on
the following day, five freshly fed pups were scattered in the
corner of the home cage. The pups were replaced every 10 to 15
hr with five freshly fed pups and the maternal behavior registered
for 15 min. Retrieval of all five pups into the nest and a hover-over
or nursing posture on two successive observations were considered
as markers of maternal responsiveness (Fleming & Rosenblatt,
1974). Sensitized females were tested for pups versus male pref-
erence in their first behavioral estrus (proestrus’ night) after be-
coming maternal.

Pups—-Male Preference Apparatus

Discrimination trials between pups and a male were performed
in an acrylic transparent three point star-shaped maze, consisting
of three equal-sized chambers (25 cm wide X 30 cm long X 18 cm
high) at the end of each arm (10 cm wide X 60 cm long X 10 cm
high; Pereira & Ferreira, 2006). Two of the chambers contained
either seven pups of 1 to 3 days old (pup chamber), or a sexually
active male (male chamber), whereas the third chamber remained
empty (neutral chamber). Each chamber has an acrylic transparent
division with air holes allowing the females to see, hear, and smell
the stimuli without physical contact. The locations of the stimuli
were randomly counterbalanced across females within each exper-
imental group. The stimulus males were never used more than
once in the same week.

Experimental Procedures

The behavioral sessions started at least 2 hr after the onset of
darkness and the behavior of a single rat was recorded at a time.
On the testing day, females were placed in the center of the maze
and allowed to entirely explore the empty maze for a 15-min
habituation period. Thereafter, the stimuli were placed in the
chambers and the cumulative time the females spent in each
chamber was recorded during a 20-min testing period. Time spent
in a compartment was recorded when the female placed the whole
body or the head plus the forepaws inside the chamber. In addition,
other behaviors performed by the females were measured: the
exploration (sum of the total number of entries to the chambers
plus the total number of entries to the arms) and the number of
groomings and attempts to gain access to each stimulus (biting and
scratching the division). The entire maze was cleaned with a 70%
ethanol/water solution and dried thoroughly between the tests.
Measures of preference included (a) the percentage of animals in
each group spending in a particular chamber at least 50% of the
total time spent in the three compartments, with the additional
caveat that this time had to be at least 25% greater than the time
spent in either of the two remaining chambers (Mattson et al.,
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2001; Pereira & Ferreira, 2006), and (b) the percentage of the total
testing time spent in each chamber by the females.

Regular cycling females’ preferences were assessed in the night
of proestrus, while postpartum animals were tested 9 to 10 hr after
parturition during the dark period to ensure behavioral estrus
(Connor & Davis, 1980a; Gilbert et al., 1980, 1984; Matthews-
Felton, Corodimas, Rosenblatt, & Morrell, 1995). For all females,
sexual receptivity was confirmed immediately after the preference
test by checking the lordosis behavior in response to a male’s
mounting in a clean cage without the pups. Thereafter, maternal
females were returned to their home cages and observed until the
entire litter was retrieved into the nest.

To assess the putative differences in females’ preferences due to
the maternal or nonmaternal condition, their reproductive stage
(late proestrus vs. postpartum estrus) and their previous reproduc-
tive and maternal experiences, the following groups of females
were selected:

1. Cycling nonmaternal virgin females tested in late
proestrus (n = 8).

2. Cycling nonmaternal primiparous females tested in late
proestrus, 2 weeks after weaning their litter (n = 6).

3. Cycling maternal (sensitized) virgin females tested in
late proestrus (without a previous reproductive experi-
ence; n = 7).

4.  Cycling maternal (sensitized) primiparous females tested
in late proestrus (n = 7). These females had previous
parturition and maternal experiences and were sensitized
2 weeks after the weaning of their litter.

5. Postpartum estrous primiparous dams (without previous
parturition and maternal experiences; n = 9).

6. Postpartum estrous multiparous dams with previous ma-
ternal experience restricted to giving birth (n = 7).
These females had a previous parturition but their pups
were removed one by one immediately after birth and
the same day were remated. These dams were allowed to
eat the placentas and to sporadically lick the pups, but
never showed retrieving or nursing.

7. Postpartum estrous multiparous dams (with previous
maternal experience; n = 7). These females had a pre-
vious parturition and lactation and were remated in the
first estrus after weaning.

As aforementioned, these three postpartum groups (5, 6, and 7)
experienced a 9- to 10-hr period of mother—pups interaction before
the test.

Validation of the Model as a Sexual Preference Test

In a previous study, Pereira and Ferreira (2006) demonstrated
that this model is appropriate to discriminate the relative rein-
forcing salience of different kinds of pups (intact vs. demand-
ing) to early lactating females. As in this study we aimed to
determine the relative reinforcing value of pups and a male for
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sexually receptive mothers, an extra group of cycling proestrous
virgin females (n = 8) was tested in the maze employing a
proestrous unfamiliar virgin female and a sexually active male
as incentive stimuli to validate the model as a sexual partner
preference task.

Satistical Analysis

Because most of the behavioral data did not fit a normal distri-
bution (Kolmorgorov-Smirnov test), they are expressed as medi-
ans (semi-interquartil ranges) and were analyzed by nonparametric
tests (Siegel & Castellan, 1988). Within-group comparisons were
performed by Friedman one-way analysis of variance followed by
Wilcoxon’s matched-pair test and between-groups analysis were
performed by means of the Kruskal-Wallis one-way analysis of
variance followed by the Mann-Whitney U test.

A 6 X 3 exact contingency table test (Mehta & Patel, 1983)
followed by Fisher exact probability tests were employed to ana-
lyze the number of animals that preferred the pups or the male and
those that did not exhibit preference between the groups. Statistical
significance in all cases was p < .05.

Results
Validation of the Model as a Sexual Preference Test

All proestrous virgin females (8:8) preferred the male to the
proestrous unfamiliar female or to the neutral chamber, validating
the use of this model as a sexual partner preference task. The clear
females’ preference for the male was also reflected by the high
percentage of time spent in the male chamber in comparison to the
other compartments (percentage of total time: 53.1 [13.0] with the
male, 12.1 [3.8] with the proestrous unfamiliar female, and 1.0
[1.0] in the neutral chamber; male versus proestrous female and
versus neutral: T = .0, p < .05 for all comparisons, Wilcoxon’s
matched pair test). It is worth mentioning that sexually receptive
females explore the proestrous female compartment more than the
neutral chamber (T = .0, p < .05), indicating clear social interest.

Sensitization Latency

Cycling primiparous females, submitted to the sensitization
procedure, showed significantly shorter sensitization latency than
virgin rats (virgin vs. primiparous: 4.0 [.0] vs. 3.0 [.0] days, U =
2.0, p < .01, Mann-Whitney U test).

Pups Versus Male Preference of Nonmaternal Cycling
Females: Influence of a Previous Reproductive Experience

The behavior of cycling nonmaternal virgins and cycling non-
maternal primiparous females was remarkably similar and no
statistical differences were found between these two groups (the
percentage of total time virgin and primiparous females spent in
the different chambers was: 38.7 [4.3] vs. 43.9 [6.4], U = 18.0,
p = ns, with the male; and 10.3 [4.1] versus 9.1 [2.4], U = 23.0,
p = ns, with the pups). Therefore, they were joined in one group
of cycling nonmaternal females (n = 14) for better visualization of
the overall results.
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Differences in the Preference for Pups Versus Male of
Sexually Receptive Females According to Their Maternal
Condition and Reproductive Stage and Experience

As shown in Table 1 and Figure 1, the groups showed clear
differences in their preferences (p < .01, 6 X 3 exact contingency
table test) and in the time spent in the different chambers (pups’
chamber: H(5, 51) = 18.9, p < .01, and male’s chamber: H(5,
51) = 30.6, p < .01, Kruskal Wallis one-way analysis of variance).
As no animal preferred the neutral chamber, this option was
eliminated from the preference data analysis.

Influence of the maternal condition. Cycling nonmaternal and
maternal females exhibited a marked preference for the male
(more than 85% of the animals per group) when compared to the
parturient females (p < .05 for all comparisons, Fisher exact
probability test) and an increased time spent in its compartment
relative to that spent in the other chambers (male vs. pups and vs.
neutral: T = .0, p < .05, for the three groups). This clear prefer-
ence for the male was accompanied by more active behaviors
attempting to gain access to it, in comparison to the behavior
displayed toward pups (male vs. pups gain attempts: T = 4.5, p <
.05, for cycling nonmaternal, T = .0, p < .05, for cycling maternal
virginand T = .0, p = .07 for cycling maternal primiparous). Even
with very low time values, these females spent more time in the
pups’ compartment than in the neutral chamber (T = 1.0, p < .01
for cycling nonmaternal, T = .0, p < .05, for cycling maternal
virgin, and T = 1.0, p < .05, for cycling maternal primiparous).

Influence of gestation, parturition and lactation. ~ Surprisingly,
55.5% (5:9) of the postpartum primiparous females did not exhibit
preference for the pups or the male, whereas only 33.3% (3:9)
preferred the male and 11.1% (1:9) favored the pups. This prefer-
ence distribution was reflected by a similarly reduced time that
these females spent either in the proximity of the pups or the male
(see Figure 1). These females also exhibited decreased exploration
of the maze in comparison to the other groups (see Table 2). Thus,
although all the postpartum primiparous dams entered at least once
all three chambers and explored the whole maze, they spent most
of the time resting or grooming in the central area or in the arms
of the apparatus.

Influence of a previous reproductive experience. Contrasting
with the behavior of the primiparous females during the postpar-
tum estrus, both postpartum multiparous groups exhibited a strong
preference for the pup chamber (71.4% of the animals per group)
when compared with cycling and lactating primiparous groups
(p < .05 for all comparisons, Fisher exact probability test) and an
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increased time spent in this chamber (comparisons between groups
by brackets in Figure 1). This clear preference for the pups was
accompanied by a huge effort made by these females to gain
access to the litter and by enhanced grooming, reflecting displaced
behavior, when compared to the rest of the groups (see Table 2).

Maternal and Sexual Behavior After Preference Tests

All maternal females (sensitized and lactating) included in this
study showed lordosis behavior in response to male’s mountings
and retrieved the entire litter into the nest in the observations per-
formed after the preference test. Control nonmaternal females showed
sexual behavior.

Discussion

In the present study, all cycling maternal females preferred the
male over the pups; although the postpartum multiparous rats,
independently of the type of their previous maternal experience,
exhibited a strong preference for the pups. Most primiparous dams
presented no preference for the pups or the male. Despite these
preferences, all females exhibited maternal and sexual responses in
their home cage or in a novel arena, respectively.

For cycling females, the higher reinforcing value of the male
compared to that of the pups most likely is underlied by the
progesterone peak preceded by estrogen secretion (Edwards &
Pfeifle, 1983; Paredes, & Alonso, 1997) that characterizes
proestrus (Savoy-Moore, Schwartz, Duncan, & Marshall, 1980).
More interesting, in these cycling females, the induction of ma-
ternal behavior did not alter the preference for the male. Thus, all
cycling maternal females spent a short time in the pups’ chamber,
as did nonmaternal animals; suggesting that sensitized females,
even if they display maternal behavior in their home cages, have
low maternal motivation. This result agrees with previous findings
showing that sensitized rats exhibit impairments in their maternal
motivation when compared with lactating dams (Pereira & Fer-
reira, 2006; Stern & Mackinnon, 1976).

For the cycling maternal primiparous females, the previous
experience of parturition and lactation seemed to have reduced the
sensitization latency by 1 to 2 days as compared with virgin
animals. This result agrees with earlier studies showing that a
previous experience with pups after parturition (Bridges, 1975;
Fleming & Sarker, 1990) or caesarean delivery (Bridges, 1977;
Orpen & Fleming, 1987) importantly reduces the sensitization
latency. However, in the present study, this shortened latency

Table 1
Animals Per Group That Preferred the Chamber with the Male or the Pups or That Exhibited No Preference

Male Pups No Preference
Cycling nonmaternal 92.9 (13/14)"" 1T+ 0.0 (0/14)T#* 7.1 (1/14)"
Cycling maternal virgin 85.7 (6/7)"1T* 0.0 (0/7)™** 14.3 (1/7)
Cycling maternal primiparous 100.0 (7/7)"" 1T 0.0 (0/7)"1** 0.0 (0/7)"
Postpartum primiparous nonmaternal experience 33.3(3/9) 11.1 (1/9)™ 55.5 (5/9)
Postpartum multiparous restricted maternal experience 0.0 (0/7) 71.4 (5/7) 28.6 (2/7)
Postpartum multiparous maternal experience 14.3 (1/7) 71.4 (5/7) 14.3 (1/7)

Note. Data are expressed as percentage (number of animals in this condition/total number of animals).
“p < .05and ™" p < .01 (vs. postpartum primiparous nonmaternal experience), T p < .05 and " p < .01 (vs. postpartum multiparous restricted maternal
experience), and ¥ p < .05 and ** p < .01 (vs. postpartum multiparous maternal experience) using Fisher exact probability test.
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Figure 1. Percentage of the total time spent in the male (black bars), pup (gray bars) and neutral (white bars)
chambers of nonmaternal (n = 14), maternal virgin (n = 7), and maternal primiparous (n = 7) cycling females
and of primiparous without previous reproductive experience (primiparous no-mat exp, n = 9), multiparous with
a previous maternal experience restricted to parturition (multiparous restricted-mat exp, n = 7) and multiparous
with a previous full maternal experience (multiparous mat exp, n = 7) postpartum dams. Data are expressed as
medians (semi-interquartile range). “p < .05 and ** p < .01 versus male and " p < .05 and " p < .01 versus
pups within a group, Wilcoxon’s test and *" p < .05 between groups, Mann-Whitney U test.

could also be due to the fact that virgin and primiparous rats began
the sensitization procedure at different estrous-cycle stages. It was
formerly reported that a previous reproductive experience accel-
erates the onset of maternal behavior (Bridges, 1975, 1977; Flem-
ing & Sarker, 1990) and improves it (Fleming & Sarker, 1990);
these effects of experience are likely to be due to an enhanced
maternal motivation (Fleming & Sarker, 1990; Pereira & Ferreira,
2006). However, previous reproductive experience did not en-
hance the time spent in the pup chamber in sensitized primiparous
females. One putative explanation for this discrepancy could relate
to the challenging nature of the present model. Thus, the high

sexual motivation of a proestrous female (Bermant & Westbrook,
1966; Paredes & Alonso, 1997) may mask the reinforcing value
that pups have for sensitized primiparous rats, even though they
could have a stronger maternal motivation than virgin sensitized
rats.

Cycling nonmaternal females preferred to spend time in the
vicinity of the pups rather than in the neutral compartment indi-
cating that, in this context, the pups’ cues are not aversive for
nonmaternal rats, a finding that is consistent with other studies
showing that virgin females do not express aversion to the pup’s
odors in preference tests (Bauer, 1983; Kinsley & Bridges, 1990).

Table 2
Exploration, Attempts to Obtain the Stimuli and Grooming Performed by the Females in the Preference Model

Exploration Male attempts Pups attempts Grooming
Cycling nonmaternal 43.0 (10.3)™ 1.5 (1.4)F1* 0.0 (0.0)"™#* 6.0 (2.1)T#
Cycling maternal virgin 38.0 (3.3)" 1.0 (1.0 0.0 (0.3)™ 8.0 (1.8)"**
Cycling maternal primiparous 42.0 (6.5)” 2.0 (4.0) 0.0 (0.5)™ 8.0 (2.3)™
Postpartum primiparous nonmaternal experience 28.0 (0.5) 0.0 (0.0) 0.0 (1.0)" 9.0 (4.5)
Postpartum multiparous restricted maternal experience 44.0 (6.3) 0.0 (0.0)* 10.0 (6.0) 13.0 (4.8)
Postpartum multiparous maternal experience 36.0 (7.8)" 0.0 (0.0)* 15.0(7.8) 17.0 (2.0)

Note. Data are expressed as medians (semi-interquartile range).

3 p < .05 pup’s vs. male’s attempts within a group, Wilcoxon matched pair test and “p < .05 and ™ p < .01 (vs. postpartum primiparous nonmaternal
experience), " p < .05 and ™ p < .01 (vs. postpartum multiparous restricted maternal experience), and * p < .05 and ** p < .01 (vs. postpartum multiparous

maternal experience), Mann—Whitney U test.
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The discrepancy between these results and those showing that
virgin females display aversive reactions when pups are introduced
to their home cage (Fleming & Rosemblat, 1974; Rosenblatt,
1967; see Numan & Insel, 2003, for review) suggests that the latter
aversion may arise from contrasting olfactory cues from the home
cage sleeping area and the pups.

Most lactating primiparous dams did not exhibit preference for the
pups or the male, even if they had the hormonal changes proposed to
enhance maternal and sexual motivation (Connor & Davis, 1980b;
Fleming et al., 1994; Fleming & Sarker, 1990; Orpen et al., 1987).
This result was accompanied by a reduced exploration of the entire
maze, suggesting that primiparous dams display a lack of general
activity a few hours after parturition. More interesting, Orpen and
Fleming (1987) observed that most primiparous 22-day gestating rats
that delivered through caesarean section ignored newborn pups when
they were exposed to their sensory cues without physical interaction
with them, indicating that the neuroendocrine changes of pregnancy
were not sufficient to strength maternal motivation. Moreover, even
though in the present study primiparous females experienced parturi-
tion and interacted with pups for 9 to 10 hr before the test, these
experiences were not sufficient to develop a maternal motivation
strong enough to promote pups’ seeking in the preference model. This
result contrasts with the general idea that the pups’ stimuli are highly
reinforcing for postpartum primiparous dams (Fleming et al., 1994;
Mattson et al., 2001; Pereira & Ferreira, 2006; Stern & Mackinnon,
1976). However, in these reports, maternal motivation was evaluated
4 to 9 days after parturition suggesting that for primiparous mothers
the period of interaction with pups may account for the differences in
maternal motivation. Thus, the present study supports Fleming’s et al.
(1994) proposal that even though a basal motivational state is neces-
sary for the display of maternal responses, maternal motivation is built
and strengthened by the interaction with pups. By contrast, multipa-
rous females had the same period of interaction with pups than
primiparous dams and presented a strong preference for the newborn,
indicating that previous full reproductive experience—including ma-
ternal care—is sufficient to override the deficits due to a short time of
maternal interaction with pups. It is noteworthy that the effect of
previous experience was only observed in postpartum dams, but not in
cycling sensitized females that lack the peripartum hormonal changes.
These data point toward a state-dependent motivational effect of
previous reproductive experience, which only emerges under an ad-
equate hormonal profile. Accordingly, Fleming and Sarker found that
the reduction in the sensitization latency and the improvement of
maternal behavior induced by a previous maternal experience is much
greater in late pregnant than in cycling females.

Postpartum females that experienced a previous gestation and
parturition without more interaction with the pups from that ex-
perienced during parturition preferred the newborn to the male
when tested in a second delivery. This result, together with the
finding that the sole interaction with the pups in a sensitization
procedure improves the subsequent maternal behavior of late preg-
nant rats (Fleming & Sarker, 1990) suggest a hormonal (present
results) and behavioral (Fleming & Sarker, 1990) sensitization of
the neural circuits involved in maternal motivation. In other words,
a second gestation/delivery may trigger not only the activation of
a behavioral, but also of an endocrine memory. These two factors
seem to contribute in an independent fashion to improve future
maternal behavior through enhancing maternal motivation; how-
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ever this possibility has to be explored dissecting the effect of each
factor.

The reduced preference for the male displayed by postpartum
dams (regardless of their previous delivery and maternal experi-
ences) probably relies on specific endocrine factors characteristic
of puerperium. This conclusion arises from the observation that
sensitized females exhibited a clear preference for the male even
though being maternal, and that postpartum estrous primiparous
dams did not choose the male. It is noteworthy that although
cycling and postpartum rats show proceptive and receptive behav-
iors (Connor & Davis, 1980a; Gilbert et al., 1980, 1984) and
similar copulatory efficacy (Gilbert et al., 1980, 1984), lactating
dams are more aggressive toward the male and show decreased
copulatory time when compared to virgins (Connor & Davis,
1980a; Gilbert et al., 1980). These data suggest a reduced quality
of sexual behavior that may impact the preference for the male. As
females display sexual behavior and get pregnant during the post-
partum estrus (Connor & Davis, 1980a; Gilbert et al., 1980), the
reduced sexual motivation observed (present results) together with
the increased aggression toward the male (Connor & Davis, 1980a)
could represent a behavior strategy employed by mothers to pro-
tect the young in this particular reproductive situation.

The females’ preference for the pups or the male in this model
can be explained either by an active mechanism enhancing sexual
or maternal motivation in an independent fashion or, alternatively,
by a competition between both stimuli so that when the value of
one increases that of the other is passively decreased. Although a
specific experiment should be designed to analyze these possibil-
ities, it could be suggested that the changes observed reflect active
preference because, as mentioned above, primiparous dams did not
prefer any of the stimuli. It would be interesting to analyze the
absolute incentive value of the pups and the male for a receptive
and maternal female. Finally, if a common neural circuitry under-
lies the motivational aspects of both sexual and maternal behaviors
(Numan, 2007; see Numan & Insel, 2003, for review), how do
hormones and previous reproductive experience determine fe-
male’s preference for one or the other? Based on Numan’s hy-
pothesis (2007), these factors might be modifying distinct neural
areas involved in the regulation of specific motivational states,
such that when a specific area is activated, it in turn increases
responsiveness to a particular group of external stimuli.
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Capitulo III

Expresion de dos motivaciones antagonicas durante el estro
posparto: comportamiento sexual y agresion maternal hacia

un macho intruso.

Mientras que la condicion sexual torna a la hembra sensible a caracteristicas del
macho que la incitan a solicitar la monta (Agmo, 1999; Beach, 1976; Pfaus et
al.,1999), la condicién maternal -en presencia de las crias y del nido- la vuelve
agresiva hacia el mismo, el cual se transforma en un estimulo aversivo. Asi, el
comportamiento de solicitud sexual provoca respuestas de acercamiento del
macho (Figura 10), mientras que las respuestas agresivas de las madres
generan en el macho conductas de sumision y evitacion (Moyer 1968; Olivier &
Mos 1986; Figura 14). Sobre la base de estas observaciones nos preguntamos
si la hembra en estro posparto era capaz de expresar simultdneamente dos
motivaciones antagdnicas: comportamiento sexual y agresion maternal hacia

un macho intruso en la caja materna (a partir de hipétesis 3).

Objetivos

1. Determinar las respuestas de hembras lactantes en el estro posparto

frente a un macho intruso en la caja materna.

2. Comparar las respuestas de madres en estro posparto frente a un macho
intruso en la caja materna (posible expresion de comportamiento sexual
y agresivo), con las de hembras en estro posparto frente a un macho en
una caja nueva (predominantemente comportamiento sexual) y frente a
una hembra intrusa en la caja materna (predominantemente agresion

maternal).
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Abordaje experimental

El abordaje experimental y la metodologia empleada se describen en detalle en
el anexo adjunto al final del capitulo. Brevemente, para determinar la respuesta
comportamental de las hembras durante el estro posparto ante un macho
intruso (objetivo 1), introdujimos un macho sexualmente activo en la esquina
opuesta al nido de la caja materna y durante 15 min registramos el
comportamiento sexual, asi como el comportamiento y la agresién maternales
de las hembras. A su vez, registramos el comportamiento sexual y las

respuestas de sumision de los machos (grupo macho caja nido, n=9).

Figura 13. Prueba de macho intruso en caja
materna. El macho es introducido en la caja de
la hembra lactante con su camada, 12 hs luego
del inicio del parto.

Para evaluar la posible interferencia de la motivacion maternal-agresiva en la
expresion del comportamiento sexual, asi como la posible influencia de la
motivacion sexual en la expresion de la agresidén maternal realizamos los

siguientes grupos control (objetivo 2):

a. expresion de comportamiento sexual con incentivo agresivo del macho
reducido-hembras en estro posparto fueron enfrentadas a un macho
sexualmente activo en una nueva caja sin crias, 2.5 hs luego de la

separacion madre-crias (grupo macho caja nueva, n=9).

b. expresion de agresion maternal con incentivo sexual del intruso
reducido- hembras en estro posparto fueron enfrentadas a una hembra
intrusa primipara en proestro tardio en la caja materna (grupo hembra

caja nido, n=9).
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Debido a la disminucidn de la actividad sexual en el periodo poseyaculatorio y
la variabilidad del mismo (Yang & Clemens, 1997), el comportamiento sexual
de las hembras en los grupos macho caja nido vs. macho caja nueva se
compard hasta la primera eyaculacion del macho (Pfaus et al., 1999) o hasta el
fin de la prueba en el caso de las hembras con machos que no eyacularon. La
agresién maternal hacia el intruso de los grupos macho caja nido vs. hembra

caja nido se analiz6é durante los 15 min de prueba.

Figura 14. Agresién maternal. Hembra en postura de ataque y macho en postura de

sumision (cuadro de la izquierda) y hembra atacando al macho (cuadros central y derecho).
En esta secuencia, la hembra lactante ataca al macho en la esquina opuesta al nido (ubicado
en la parte posterior izquierda), denota el caracter ofensivo de la agresion maternal.

Resultados

Expresion simultanea de comportamiento sexual y de agresion
maternal durante el estro posparto

Las hembras en estro posparto exhibieron respuestas sexuales, tanto
proceptivas como receptivas, Yy respuestas ofensivas en un patrén
comportamental mezclado, ante la presencia de un macho intruso en la caja
materna (Figura 15). Esta estrecha relacién temporal entre la expresion del
comportamiento sexual y de la agresién maternal se manifesté en que el 27%
de las transiciones comportamentales (en menos de 5 seg) ocurrieron entre
componentes sexuales y agresivos (n° de transiciones entre dos conductas
proceptivas: 7.0 (3.5), entre dos conductas agresivas: 7.0 (5.0) y de conducta
agresiva a proceptiva y viceversa: 13.0 (3.5), analisis de varianza de Friedman
(2, 9)= 2.9, p=NS).
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Figura 15. Respuestas agresivas (cuadrados), sexuales (tridngulos) y maternales

(circulos) a lo largo de la prueba de una sola hembra representativa de madres en estro

posparto enfrentadas a un macho intruso en la caja materna.

La fusion de patrones comportamentales, se reflejéo a su vez, en la disrupcion
de las secuencias del comportamiento sexual, donde las conductas proceptivas
de las hembras, que incitan al macho a montarla, no fueron necesariamente
seguidas de la postura consumatoria de lordosis o de otra proceptiva, sino que
14 % (6.0) fue sucedida por un componente agresivo (% de transiciones de
proceptiva a lordosis 58.0 (17.0) y de proceptiva a proceptiva 27.0 (18.0)).
Incluso, una hembra realizdé conductas proceptivas y lordosis en respuesta a la

monta mientras acarreaba a una cria (Figura 16).

Figura 16. Expresion simultanea de comportamiento

sexual (postura de lordosis) y comportamiento mater-

nal (acarreo de una cria).

Expresion individual de comportamiento sexual y agresion maternal vs
Su co-expresion

La figura 17A muestra que los comportamientos proceptivos de hops & darts y
la receptividad sexual de las hembras (cociente de lordosis) que copularon y
agredieron al macho de forma conjunta, no difirieron de los presentados por
hembras en estro posparto enfrentadas a un macho en una caja nueva -en

ausencia de agresién maternal.

Las hembras enfrentadas a un macho en la caja nido, sin embargo, exhibieron

una reduccién de las solicitudes en relacion a las hembras en caja nueva, que
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se acompafd de una disminucidn de las montas e intromisiones por eyaculacién
de los machos (Figura 17 A y B). No obstante, al corregir las solicitudes de las
hembras en relacidén a las montas del macho, no se observan diferencias entre
los grupos (n° de solicitudes/montas e intromisiones totales en caja nueva 0.5
(0.2) vs caja nido 0.1 (0.2), U=23.5, p=NS, prueba U de Mann-Whitney). A su
vez, los machos enfrentados a hembras en la caja nido presentaron una mayor
latencia de monta, pero no difirieron en sus latencias para alcanzar la
eyaculacion (Tabla 4) o en el niUmero de machos que efectivamente eyacularon
durante la prueba respecto a los machos en caja nueva (Figura 17 B),
sugiriendo que los machos copulan de manera similar con las hembras en el

nido o en la caja nueva.
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Figura 17. Numero de comportamientos proceptivos (hops & darts y solicitudes)
realizados por las hembras en estro posparto (Panel A) y nimero de montas e intromisiones
realizadas por los machos que eyacularon (niumeros dentro de las barras: n® de macho que
eyacularon /n© total, Panel B), en una interaccion sexual hasta la primera eyaculacion, en
una caja nueva (barras blancas) y en la caja nido (barras grises). El inserto en el Panel A
muestra el cociente de lordosis para ambos grupos de hembras. Datos expresados como

medianas (RSIQ). *p<0.05 y p=0.06 vs caja nueva, Prueba U de Mann-Whitney.

La agresion maternal de las hembras en estro posparto enfrentadas a un macho
intruso con el cual copularon, no difiridé de la exhibida hacia una hembra intrusa
con un bajo valor de incentivo sexual (Figura 18 A). Sin embargo, los machos
intrusos exhibieron un tiempo significativamente menor de postura de sumisién
que las hembras intrusas (Figura 18 B), probablemente como consecuencia de

la interaccion sexual.
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Tabla 4. Latencia a la expresion de componentes del comportamiento sexual y
de la agresion maternal de hembras y de machos.

hembra macho
proceptiva ataque monta eyaculacion a sumisién
caja nueva 79.8 (40.8) 813.6 (209.1) 83.1 (7.6) 508.8 (91.6) 541.5 (270.0)
caja nido 102.7 (73.4) 33.0(34.8)* 216.7 (58.3) * 565.1 {115.8) 40.0 (20.7) **

Datos expresados en segundos como medianas (RSIQ). *p<0.05 y **p<0.01 vs caja nueva,
prueba U de Mann Whitney. ? analizadas a partir de las latencias de eyaculacién de los 9

machos que eyacularon en caja nueva vs. los 7 que eyacularon en caja nido.
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Figura 18. Numero de posturas de ataque y respuestas agresivas (suma de ataques,
mordeduras, posturas laterales y postura on top) realizadas por las madres (Panel A) y
duracién de las posturas de sumisién exhibidas por los intrusos (Panel B) en la interaccion de
hembras en estro posparto enfrentadas a una hembra (barras negras) y a un macho (barras
grises) intruso en la caja nido. Datos expresados como medianas (RSIQ). **p<0.01, Prueba
U de Mann-Whitney.

Control de supervivencia de la primera camada y de la concepcion y
nacimiento de la segunda

A pesar de que las hembras en estro posparto exhibieron comportamiento
sexual y agresion maternal de forma conjunta durante la prueba, la co-
expresion de ambos comportamientos podria comprometer el bienestar de las
crias presentes en el momento de la interaccidn madre-macho (primera
camada), asi como el desarrollo exitoso de una segunda prefez y parto

(segunda camada).
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Por este motivo, sometimos a un grupo de madres (n=8) a convivencia con un
macho intruso en la caja materna durante toda la noche del estro posparto y
determinamos la supervivencia y el bienestar de la primera camada al dia

siguiente, asi como el desarrollo de una segunda gestacién y parto.

Ninguna de las primeras camadas (igualadas a 8 crias 1 h luego de parto)
presentd una reduccién del nimero de crias al dia siguiente de la exposicién a
un macho intruso en la noche del estro posparto. A su vez, todas las madres
desarrollaron una segunda gestacion y siete de ocho un parto exitoso de una
segunda camada (n° de crias primer del parto (10.0 = 1.0) vs. segundo parto
(9.1 £1.1) t=0.6, p=NS, prueba t para muestras dependientes).

Conclusiones y discusion

El presente experimento muestra que las hembras tienen la potencialidad de
expresar comportamiento sexual y agresién maternal simultdneamente. Asi, un
macho en el contexto del nido materno, se vuelve un estimulo ambivalente

para las hembras durante el estro posparto.

La expresion de dos comportamientos antagoénicos -sexual y agresivo- hacia un
mismo individuo en estrecha relacion temporal, contrasta con la idea de que la
expresion de un comportamiento motivado requiere la inhibicion de
motivaciones competitivas (Afonso et al., 2008; Dellu-Hagedorn, 2006; Numan,
2006; Numan & Stolzenberg,2009). Este concepto implicitamente aceptado en
la comunidad cientifica, proviene, en parte, de la existencia de circuitos
motivacionales comunes en practicamente todos los comportamientos
motivados (Newman, 1999; Numan, 2006; Numan & Stolzenberg,2009, vide
infra), y del axioma que plantea que el comportamiento consiste en una
secuencia de componentes que debe ser consumada para que sea posible
cambiar de patron comportamental (Afonso et al., 2008; Agmo et al., 1999;
Pfaus et al., 2001; Mattson et al., 2001).

Esta visidon del comportamiento como una secuencia relativamente fija de
patrones, que surge como resultado de una motivacion predominante, proviene
en gran medida, del abordaje empleado para el estudio del comportamiento en

el laboratorio. Asi, el hecho de evaluar la respuesta de un individuo frente a un
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unico estimulo en un contexto estable, reduce el nUmero de variables que la
afectan, facilitando la diseccién de mecanismos de control. Sin embargo, es
erroneo asumir que los individuos se comportan de igual forma en un ambiente
complejo, donde se enfrentan a multiples estimulos con significado bioldgico,
que en uno artificialmente mas simple. Por el contrario, la capacidad de los
animales de adaptarse a distintos contextos, quizas radique en la flexibilidad de
la aproximacion y ejecucion de comportamientos en presencia de mas de un
estimulo con valor de incentivo. En este sentido, en el presente trabajo, la
expresion conjunta del comportamiento sexual y la agresion maternal, no
afectd la proteccién de las crias de una primera camada, ni la concepcion de

una segunda.

A su vez, estudios en grupos sociales complejos en ambientes semi-naturales
muestran que el comportamiento sexual de la rata es promiscuo y que la
misma busca de forma activa a los machos, copulando con multiples individuos
durante el proestro tardio y que no es necesario finalizar una secuencia sexual
con un macho para reiniciar otra con un segundo individuo (McClintock &
Anisko, 1982).

Cabe resaltar, que la co-expresiéon de mas de una motivacién fue de hecho
concebida por Tinbergen, ya en 1951, quien definid a los comportamientos
ambivalentes, como patrones comportamentales que incluyen componentes
motores de dos sistemas diferentes y que ocurren de forma simultanea o en
sucesion rapida, como consecuencia de motivaciones opuestas subyacentes. En
este sentido, las transiciones rapidas entre componentes sexuales y agresivos
observados durante el estro posparto, indican que las hembras sexualmente
activas y maternales se comportan de forma ambivalente hacia el macho
intruso en la caja materna. El concepto de comportamiento ambivalente, sin
embargo, entrd en desuso, tal vez porque estas conductas fueron consideradas
bizarras o como la expresiéon de un conflicto que eventualmente debia ser
resuelto (Culter & Dixon, 1988; Hinde, 1970; Molewijk et al., 1995). El hecho
de que conceptualmente los comportamientos sexual y agresivo sean
concebidos como opuestos, no implica que su expresiéon conjunta represente un
conflicto para las madres. Seria interesante evaluar si la administracién de
farmacos ansioliticos a hembras en estro posparto modifica su respuesta hacia

un macho intruso en la caja materna.
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Los escasos estudios en los cuales se aborda el estro posparto,
sistematicamente evitan estudiar simultaneamente el comportamiento sexual y
la agresion maternal. De manera interesante, Gilbert y colaboradores (1980,
1984) trabajando en un ambiente grande y complejo con hembras en estro
posparto, concluyen que los comportamientos sexual y maternal son
incompatibles porque las madres se alejan del nido para copular con el macho.
Sin embargo, los autores reportan que las hembras realizan visitas al nido,
principalmente en los intervalos inter-eyaculatorios, pero también dentro de
una misma serie. En este sentido, en nuestro trabajo las madres visitaron
numerosas veces el nido durante la interaccidon sexual/agresiva, llegando a
copular dentro del mismo. En conjunto, estos resultados indican que las
hembras reducen las actividades de cuidado de las crias, pero no las anulan,
mientras interactlan de forma sexual y/o agresiva con el macho durante el

estro posparto.

El comportamiento de las hembras sexualmente activas y maternales en
presencia de un macho y de las crias no depende Unicamente de las
motivaciones subyacentes, sino que es fuertemente modulado por el contexto.
En este sentido, las madres solicitan la monta y atacan al macho, cuando éste
es introducido en el nido (resultados presentes), lo cortejan sin agredirlo, si
tienen la posibilidad de desplazarse a copular lejos de las crias (Gilbert et al.,
1980, 1984) o lo ignoran, en el modelo de preferencia macho vs. crias, donde
no tienen acceso a ambos estimulos (Agrati et al., 2008b). Asi, el valor de
incentivo sexual y/o agresivo que una hembra en estro posparto le atribuye al
macho depende de la cria y del contexto en el cual ésta se encuentre. Si el
macho convive con la hembra en la caja materna previo al parto, no se observa
agresion maternal (Uriarte, observaciones no publicadas) y se produce la
copula en el estro posparto originando la superposicion de dos camadas
(Uriarte et al, 2008).

Los presentes resultados (capitulo II y III) junto con estudios previos (Connors
& Davis, 1980a; Gilbert et al., 1980, 1984), muestran que durante el estro
posparto las hembras despliegan comportamientos proceptivos y receptividad
sexual en diferentes ambientes (arena sexual, caja nido o ambiente semi-
natural) de forma similar a los exhibidos por hembras ciclantes en proestro. Sin

embargo, algunas diferencias se observan en la interaccidon sexual durante el
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estro posparto en distintos ambientes y respecto a hembras ciclantes. Estas
diferencias parecerian asociarse, a la exhibicion de agresién ofensiva por parte
de las madres (Connors & Davis, 1980a, presente capitulo), asi como a cambios
en el comportamiento sexual del macho (Gilbert et al., 1980, capitulos II y III),
mas que a variaciones en la motivacion sexual de las hembras. Curiosamente,
la agresion maternal caracteristica de la lactancia, ha sido escasamente
estudiada durante el estro posparto. Sin embargo, un estudio de Mayer y
Rosenblatt (1987) reporta respuestas agonisticas de las madres en la fase de
luz del dia del parto, pero no durante la noche. Esta discrepancia con nuestros
resultados podria deberse a diferencias de cepa, alojamiento o condiciones de

la prueba.

Cabe destacar que el ataque del macho intruso durante la cépula en la caja
materna de las hembras en estro posparto reflejo agresién maternal, de
defensa de las crias y/o del nido, mas que agresidon defensiva asociada a un
posible rechazo de las respuestas sexuales del macho. Asi, las hembras
atacaron a los intrusos previamente a que éstos realizaran intentos de monta y
exhibieron una alta proceptividad y receptividad sexual, sin comportamientos
de rechazo. A su vez, las respuestas agresivas de las madres fueron muchas
veces seguidas o antecedidas por conductas de solicitud sexual de la hembra y

no de una monta o intento de monta por parte del macho.

En contraste con las hembras, las respuestas de los machos enfrentados a
ratas que los cortejaron y atacaron de forma conjunta difirieron de las
observadas frente al despliegue de uno solo de estos comportamientos. Asi, la
baja respuesta de sumisién de los machos ante madres sexualmente activas en
el nido, probablemente refleje la interaccién sexual entre ambos, mientras que
la mayor latencia de monta en comparaciéon a los machos interactuando en caja
nueva, posiblemente se deba al ataque de las madres. A su vez, la reduccién
del nimero de montas e intromisiones pre-eyaculatorias de estos machos,
podria deberse a un efecto ansiogénico per se de la agresion maternal sobre los
mismos. En este sentido, la administracién de farmacos ansiogénicos o el
acceso limitado a la hembra durante la coépula (intervalo inter-intromision
forzado) reducen el nimero de intromisiones pre-eyaculatorias (Fernandez-
Guasti et al., 1990, 1991).
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Por otra parte, a través de la agresion maternal, las hembras pueden estar
controlando la cépula7, y de esta forma imponiendo el largo de los intervalos
inter-intromisidn. Se sabe que la prolongacion de estos intervalos disminuye el
numero de intromisiones necesarias para alcanzar la eyaculacién (Larsson,
1959). Independientemente de las respuestas ofensivas de las hembras, no se
modificé ni el nUmero de machos eyaculadores ni la latencia de eyaculaciéon de

los mismos en el grupo de machos en caja nido vs. caja nueva.

La dificultad para conciliar la expresidon conjunta del comportamiento sexual y
de la agresion maternal surge, en parte, del hecho de que ambas conductas
comparten circuitos neuronales comunes para el control de su expresion. En
este sentido, tanto el comportamiento sexual (Corial-Avira & Pfaus, 2007; Kato
& Sakuma, 2000; Pfaus et al., 1995) como la agresion maternal son
comportamientos motivados (Ferris et al., 2008; Meisel & Joppa, 1994; Pereira,
2005). En particular, la agresién maternal esta influida por la motivacién
maternal (Pereira, 2005). El circuito motivacional mesolimbico (proyecciones
dopaminérgicas del d4rea tegmental ventral principalmente al ndcleo
accumbens) ha sido implicado tanto en el control de la motivacién sexual como
de la maternal (Becker et al., 2001; Hansen et al., 1993; Hull et al., 1986;
Numan & Insel, 2003; Numan & Stolzenberg,2009; Pereira & Ferreira, 2006;
Pfaus et al., 1995).

Sobre la base de esta superposicién de areas neuronales en el control de
comportamientos sociales motivados, se ha propuesto que su expresidén esta
regulada por circuitos motivacionales comunes, activados, a su vez, por areas

especificas para cada comportamiento (Numan, 2006).

7 En las condiciones habituales de laboratorio, como las presentes, la capacidad de la hembra de
controlar la estimulacion copulatoria recibida, frecuencia de las montas e intromisiones, es
reducida por las restricciones espaciales. En ambientes semi-naturales (McClintock & Anisko,
1982) o en condiciones en las cuales el macho estd confinado a un espacio del cual la hembra
puede entrar y salir libremente (Erskine et al., 1989), la hembra regula los tiempos a los cuales
recibe estimulacion copulatoria. Bajo estas condiciones, los intervalos inter-eyaculatorios son mas
prolongados (Erskine et al., 1989) y la copula es altamente reforzadora para las hembras (Paredes

& Alonso, 1997) en comparacion a copulas no-controladas.
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De manera importante, esta teoria propone que la activacién de esas areas
supone a su vez la inhibicién de regiones asociadas a la expresion de
motivaciones competitivas (Numan, 2006). La expresién conjunta del
comportamiento sexual y la agresién maternal durante el estro posparto, refuta
la idea que plantea la necesidad de mecanismos inhibitorios de motivaciones
competitivas para la expresion optima de un determinado comportamiento
(Dellu-Hagedorn, 2006; Numan, 2006).

El sistema dopaminérgico mesolimbico recibe proyecciones del APOM del
hipotalamo (Numan et al. 2005a, b), area fuertemente implicada en el control
de la motivacion y ejecucidon del comportamiento sexual femenino (Corial-Avira
& Pfaus, 2007; Hoshina et al., 1994; Sakuma, 2008), del comportamiento
maternal (Miller & Lonstein, 2005; Numan & Insel, 2003; Lonstein & Morell,
2007) y de la agresion (Lonstein & Gammie, 2002). Curiosamente, se ha
propuesto que son los estrégenos, actuando en el APOM, los que facilitan la
expresion tanto del comportamiento proceptivo (ver revision Sakuma, 2008)
como del comportamiento maternal (ver revision Numan & Insel, 2003) en la
rata. A su vez, la amigdala medial, nucleos de la estria terminal, septum
lateral, nucleo ventro-medial del hipotdlamo, area gris periacueductal del
cerebro medio (PAG), entre otras, han sido asociadas a la regulaciéon del
comportamiento sexual y de la agresion maternal (De Almeida & Lucion, 1997;
Ferris et al., 2008; Hasen & Gammie, 2006; Newman, 1999; Lonstein &
Gammie 2002; Pffaus & Hebb, 1997; Veening et al., 2005). Dada la fuerte
interconexion entre estas areas, Newman (1999) plantea que el
comportamiento expresado (sexual, agresivo o maternal) es una propiedad
emergente del patron de actividad del conjunto de todas estas areas. Asi,
diferentes combinaciones de factores endocrinos y contextuales, asi como la
presencia de determinados estimulos generarian patrones de actividad de este
conjunto de regiones similares pero distinguibles, resultando en la expresion de
un comportamiento. Este modelo tedrico admite la co-expresién de diferentes

motivaciones sociales, como es el presente caso.
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Por otra parte, la alternancia entre componentes sexuales y agresivos puede
estar relacionada a la actividad de areas de integracién sensoriomotora y
seleccion de un determinado patrén conductual, como la corteza prefrontal
medial (Dalley et al., 2004) o el PAG. En este sentido, la lesidon preparto del
PAG caudal disminuye la expresién de conductas proceptivas y receptivas
durante el estro posparto y aumenta la agresion maternal (Lonstein et al.,
1998; Lonstein & Stern, 1998). Para comenzar a elucidar los mecanismos que
subyacen la co-expresion de comportamientos motivados seria interesante
determinar la activacion del circuito neuronal implicado en el control de la
motivacion sexual y maternal durante la expresién conjunta de ambas

conductas.

La complejidad en la expresion de comportamientos sociales afiliativos en la
rata, observada en el presente trabajo, enfatiza la idea de que el
comportamiento de un individuo es mdas que la suma de un conjunto de
patrones especificos. Este trabajo, a su vez, destaca la potencialidad del estro
posparto como modelo para comprender la expresidon comportamental de

multiples motivaciones.

Los experimentos que se describieron en el presente capitulo dieron lugar al
siguiente manuscrito en preparacion: Agrati D, Fernandez-Guasti A, Ferreira A.
The postpartum estrus rat councils two opposite motivations: sex and maternal

aggression.
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Anexo

Materiales y métodos detallados del capitulo III

Expresiéon de dos motivaciones antagodnicas durante el estro posparto:

comportamiento sexual y agresion maternal hacia un macho intruso.

Procedimiento general

El dia 20 de gestacién las hembras prefiadas fueron alojadas en jaulas
individuales de 32 x 42 x 19 cm. Comenzando el dia 22, la presencia de crias
fue controlada cada hora durante el periodo de luz del ciclo luz-oscuridad y 2 hs
luego de ser detectadas, la camada se igualé a 8 crias (4 hembras y 4 machos).
Las ratas que parieron luego de las 1200 hs (-5 h del inicio de la fase de
oscuridad) fueron descartadas sobre la base de que el estro posparto puede
retrasarse al dia siguiente (Connor & Davis, 1980a,b). Once horas luego del
inicio del parto, las madres fueron trasladadas al cuarto experimental para un
periodo de habituacién de media hora. Todas las hembras fueron probadas a
las 12 hs posparto para asegurar su maxima actividad sexual (Connor & Davis,
1980a; Gilbert et al., 1980, 1984, datos de la presente tesis). Los siguientes

grupos de hembras fueron probados:

Macho en caja nido (n=9): introdujimos un macho sexualmente activo
en la esquina opuesta al nido de la caja materna de hembras en estro posparto
y durante 15 min registramos el comportamiento sexual y el comportamiento y

la agresién maternales de las mismas.

Macho en caja nueva (expresion de comportamiento sexual con incentivo
agresivo del macho reducido, n=9): hembras en estro posparto fueron
enfrentadas a un macho sexualmente activo en una nueva caja sin crias, 2.5 hs
luego de la separacion madre-crias, con el fin de reducir la agresién maternal
(Ferreira & Hansen, 1986). Estas hembras fueron transferidas a una caja nueva
sin crias 9.5 hs luego del inicio del parto y permanecieron en esta caja los 30
min de habituacién al cuarto experimental. Luego, fueron colocadas en una caja
nueva y 5 min después se introdujo un macho sexualmente activo y se registro

la interaccion entre ambos durante 15 min.

65



Hembra en caja nido (expresion de agresién maternal con incentivo
sexual del intruso reducido, n=9): hembras en estro posparto fueron
enfrentadas a una hembra primipara en proestro en la caja materna y se
registré el comportamiento de la madre y de la intrusa durante 15 min. Para
aproximar las caracteristicas de valor aversivo de la hembra intrusa a las del
macho, empleamos hembras primiparas, ya que poseen un tamafio corporal
mayor al de las ratas virgenes. Adicionalmente, estas hembras fueron
empleadas en la fase de proestro tardio del ciclo estral, sobre la base de que
las hembras lactantes atacan con mayor intensidad a hembras sexualmente

activas que a las que no lo son (Zuluaga et al., en preparacién).

Los machos sexualmente activos fueron entrenados con hembras sexualmente
activas mediante tratamiento hormonal (benzoato de estradiol 8.0 ug/rata -24
h y progesterona 2.0 mg/rata -5hs, sc). Los machos seleccionados como
estimulo sexual presentaron latencias de eyaculacion menores a 15 min por lo
menos en las ultimas cuatro sesiones de entrenamiento y fueron utilizados al

menos cuatro dias luego del dltimo enterramiento.

Medidas comportamentales: sexuales, agresivas y maternales
Las pruebas fueron grabadas en video cassette y analizadas posteriormente con

el software libre de registro comportamental EthoLog 2.2 (Ottoni, 2000).

Se registraron las mismas respuestas sexuales de las hembras y los machos
descritas en la Seccién Abordaje Experimental del Capitulo II con la diferencia
de que dos tipos de comportamientos proceptivos fueron determinados: hops &
darts y solicitudes (la hembra enfrenta al macho y luego voltea y se aleja
corriendo en sentido contrario, incitando al macho a seguirla, McClintock &
Anisko, 1982). Ambos despliegues comportamentales de la hembra regulan la

interaccion sexual con el macho (Pfaus et al., 1999).

Basados en estudios previos (Ferreira et al., 2002; Mayer et al., 1990a,b) el
numero de los siguientes componentes agresivos fue registrado: posturas de
ataque (la hembra enfrenta inmévil al intruso, a veces vocalizando, con la
cabeza cerca y orientada al mismo), ataques (la hembra se lanza
repentinamente hacia el intruso, usualmente con la boca abierta), mordeduras

(generalmente seguidas por un movimiento rapido y repentino del intruso y
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vocalizacion del mismo), postura lateral (la hembra se aproxima al intruso de
costado, usualmente empujandolo con la cadera), patadas (en direccion del
intruso con los miembros posteriores, frecuentemente asociadas a la postura
lateral) y posturas sobre el intruso, postura on top (la hembra se posiciona
sobre el intruso, el cual queda acostado sobre su dorso). Adicionalmente,
medimos la duracion total de las posturas de sumisién de los intrusos (apoyado
sobre los miembros posteriores con los miembros delanteros elevados en el
aire). La latencia a la primera respuesta agresiva de la madre, asi como la

primera postura de sumision del intruso fueron registradas.

Las actividades de cuidado materno en las madres probadas en la caja nido
registradas fueron las siguientes: niumero de acarreos, re-arreglos, lamidos de
las crias y construccién de nido, asi como el niumero de visitas y tiempo de

permanencia en el nido.

Para explorar la relacion temporal en la expresién de los comportamientos
sexual, agresivo y maternal determinamos el numero de transiciones
comportamentales, en menos de 5 seg, entre los componentes de los tres

comportamientos.

Analisis de los datos
Debido a que la mayoria de las variables registradas no mostraron distribucion
normal, los datos se expresan como medianas (RSIQ) y fueron analizadas

mediante pruebas no-paramétricas (Siegel & Castellan, 1988).
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Conclusiones

A partir de los experimentos realizados en la presente tesis concluimos:

. Que la maternidad per se modifica la forma en la cual las hembras
confrontan estimulos aversivos, independientemente de la respuesta

enddcrina de estrés frente a los mismos.

. Que el valor de incentivo relativo de un macho adulto es menor que el de
las crias para hembras sexualmente activas y maternales Unicamente en
el contexto endocrino del periparto, y que en este estado reproductivo
particular, la experiencia maternal previa aumenta el valor de incentivo

de las crias.

. Que el macho en el contexto de la caja materna, adquiere valor
atractivo-sexual y aversivo-agresivo simultdneamente para las hembras
en estro posparto, generando tanto solicitud sexual como agresion

maternal por parte de las mismas.

En resumen, la maternidad cambia la forma en la cual las hembras responden a
estimulos aversivos y atractivos del medio y este cambio parece asociarse al
valor de incentivo que poseen las crias para las madres. Asi, la disminucion de
las respuestas de temor en la prueba de inmovilidad sélo se observan en
presencia de las crias (Hard & Hansen, 1985), mientras que el valor de un
macho durante el estro posparto varia de neutro a aversivo-atractivo de

acuerdo a la presencia o no de las crias (presentes resultados).

Los factores enddcrinos y contextuales modulan la respuesta de las madres
frente a estimulos de medio, en parte, a través de aumentar el valor de
incentivo que las crias poseen. En este sentido, la mayoria de las hembras
posparturientas, a diferencia de las ciclantes maternales, ignoran al macho en
el modelo de preferencia cuando las crias estan presentes (resultados de la
tesis), exhiben menos ansiedad en el laberinto elevado en cruz y en un campo
abierto en presencia de las crias (Pereira et al., 2005; Stern & Mackinnon,
1976) y se condicionan a un ambiente previamente asociado con las mismas

(Fleming et al., 1994). No obstante, un tratamiento hormonal que simula el
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periparto, reduce la ansiedad en un campo abierto y aumenta la exploracion de
olores de las crias (Fleming & Luebcke, 1981), sugiriendo un papel del perfil del
periparto per se en los cambios afectivos de la lactancia. Por otra parte, el valor
aversivo-agresivo del macho es dependiente de la presencia del nido y de un
contacto reciente con las crias (Ferreira & Hansen, 1986; Mayer et al., 19903,
b) y es modulado por la motivacién maternal (Pereira, 2005). Durante el estro
posparto, el macho posee un valor atractivo-sexual en una arena nueva y un
valor atractivo-sexual y aversivo-agresivo en la caja materna en presencia de

las crias (resultados presentes).

Si bien la maternidad modifica la respuesta de las hembras ante estimulos del
medio, no las vuelve “ciegas” a otros estimulos, ignorantes a otras
motivaciones. Al contrario, las madres poseen la potencialidad de expresar
multiples motivaciones y los presentes resultados ratifican la idea de que el
comportamiento de los individuos se adecua a las diferentes situaciones en
funcion de las motivaciones y estados emocionales subyacentes, asi como de

las caracteristicas de los estimulos.

Finalmente, la disociacién de la respuesta comportamental y endocrina frente a
un mismo estimulo aversivo exhibida por las hembras virgenes maternales,
junto con la co-expresion de solicitud sexual y agresion maternal hacia el
macho de las madres en estro posparto, indican una representacion y un
procesamiento multiple de un mismo estimulo en el SNC que conduce a
diferentes salidas. En este sentido, los componentes afectivos y de incentivo de
un estimulo se encuentran representados de forma independiente en diversas
regiones corticales y subcorticales como la corteza orbitofrontal y cingulada, la
amigdala y el nucleo accumbens (Berridges et al., 2009; Cardinal et al., 2002).
Estudios recientes apuntan a que diferentes regiones y circuitos operarian en
paralelo mas que en serie para mediar procesos emocionales y motivacionales
(Balleine & Killcross, 2006; Berridges et al., 2009; Furtak et al., 2007;Peyk et
al., 2009). En concordancia con nuestra vision del comportamiento, el hecho de
que regiones o circuitos discretos procesen en paralelo informacion similar de
forma diferencial, aumenta la informacion que poseen disponibles los sistemas
para tomar una decisién, incrementando la flexibilidad comportamental en

condiciones ambientales cambiantes.
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Perspectivas

Esta tesis constituye una primera etapa en la caracterizacién del estro posparto

de la rata como modelo para el estudio de los factores bioldgicos y contextuales

que regulan el comportamiento de los individuos en situaciones donde mas de

una motivacion social esté presente.

Sobre esta base nos planteamos las siguientes lineas de trabajo:

1. Caracterizacion de la motivacion sexual y maternal de forma independiente

durante el estro posparto:

Evaluaremos el valor de incentivo sexual de un macho durante el estro
posparto en comparacion al proestro tardio en ausencia de las crias.
Asimismo, determinaremos el valor de las hembras en estro posparto vs
proestro tardio para un macho sexualmente activo, ya que variaciones
en la atractividad de las hembras pueden modificar el comportamiento
sexual del macho.

Compararemos el valor de incentivo que poseen las crias para madres
en estro posparto, asi como la intensidad de la agresién maternal que
expresan, con la exhibida por hembras lactantes no-sexualmente

activas.

2. Caracterizaciéon de la co-expresion del comportamiento sexual y de la

agresion maternal durante el estro posparto:

Determinaremos el efecto de factores internos —-estado reproductivo y
experiencia previa- y caracteristicas de los estimulos que modulan la
motivacion sexual y maternal en la respuesta de las hembras
sexualmente activas y maternales frente a un macho intruso en el nido.
Evaluaremos si el estimular la expresién del comportamiento maternal
(separando a la madre de las -crias y re-introducirlas en la caja
materna) afecta el comportamiento de las madres en estro posparto

hacia un macho intruso.
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3. Aproximacion a las bases neuronales de la co-expresidon del comportamiento
sexual y la agresion maternal durante el estro posparto:

. Identificaremos y compararemos el grado de activacién de las areas
neuronales implicadas en el control de ambas conductas (por expresion
de la proteina c-Fos).

. Determinaremos el efecto de farmacos ansioliticos (en dosis que no
afecten la ejecucién del comportamiento sexual ni la agresién maternal)

en la co-expresion de ambas conductas.

Parte de las perspectivas planteadas estan siendo realizadas actualmente en el
marco de un proyecto FCE de Jévenes Investigadores, del cual soy responsable,

y de una pasantia de grado de la Licenciatura en Ciencias Bioldgicas.
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