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RESUMEN

La conducta de construccion del nido materno en la coneja europea (Oryctolagus cuniculis)
gestante es un comportamiento temporalmente preciso propio de la gestacion asociado con un
estado hormonal especifico. El presente trabajo tuvo como objetivo explorar las areas cerebrales
activas durante esta conducta, lo que sugiri6 la existencia de un posible circuito cerebral cortico-

estriatal.

El inicio de este comportamiento (los primeros 30 minutos) se observo en el dia 28 de
gestacion cuantificando la densidad de la expresion del marcador de actividad neuronal c-Fos, el
cual mostr6 el nimero de neuronas activas asociadas con el estado reproductivo (gestante/estro)

con la presencia o ausencia de paja, asi como los efectos independientes de su interaccion.

Nuestra hipotesis considerd que el inicio y el mantenimiento de la construccion del nido
que forma parte de la conducta materna en la coneja se encuentra asociado con un aumento en la
expresion de la proteina c-Fos en areas de la corteza frontal (cingulada anterior, orbitofrontal,
piriforme, premotora, area prelimbica, area infralimbica), en la corteza motora y somatosensorial,
asi como en el estriado dorsal (caudado y putamen). Esto debido a que la coneja se encuentra

motivada para realizar la conducta de acarreo de paja en lugar de solo interactuar con ella.

Los resultados mostraron la presencia de una interaccion (ANOVA de 2 vias) del estado
reproductivo con la presencia/ausencia de paja. Comparaciones post-hoc (Holm-Sidak)
encontraron que la expresion del aumento de la proteina c-Fos aumento6 en la corteza orbitofrontal,
cingulada anterior y piriforme en los grupos gestante+paja comparado con el resto de las areas. En
el caso del estriado dorsal, éste se coactivd con regiones de la corteza prefrontal que incluian las
regiones dorsales del putamen y el caudado, asi como las cortezas somatosensorial, premotora,

motora y prelimbica.

Se sugiere que la conducta de construccion del nido de la coneja puede ser un modelo 1til
para entender la neurobiologia de la conducta orientada a una meta y la formacion de habitos,
ademas de que podria asemejar a aquellas regiones activas en trastornos psiquiatricos, tales como

el trastorno obsesivo-compulsivo.



ABSTRACT

Nest building behavior is a component of maternal behavior in pregnant european rabbits
(Oryctolagus cuniculus). It has a specific hormonal correlate in a specific time of onset that
promotes the behavior: around day 28 of pregnancy, the rabbit in the presence of straw modify the

interaction from being food to become nest building material.

The present work had the objective of exploring the areas of neuronal activation that could
suggest a possible cortico-striatal circuit based on the observation of similarities with behavior in
obsessive-compulsive disorder, which consists of a normal behavior that become exaggerated
provoking a disturbance in turning it off. The marker of neural activity c-Fos was employed

considering the intrinsic dynamics of the onset of the behavior (30 minutes).

The experiment was designed to measure the expression of c-Fos and associate it with
reproductive state and presence/absence of straw. Independent effects and interaction were
measured. Our hypothesis considered that the onset and maintenance of nest building behavior is
associated with an increase in c-Fos expression in frontal cortex (anterior cingulate, prelimbic,
infralimbic, orbitofrontal, piriform and premotor cortices), as so in the primary motor and

somatosensory cortex and in the dorsal striatum (caudate and putamen).

Results showed the presence of an interaction (2 WAY ANOVA) of reproductive state with
the presence or absence of straw. Post-hoc comparisons (Holm-Sidak) found that c-Fos expression
increased in the orbitofrontal cortex, anterior cingulate cortex and piriform cortex in the pregnant+
straw groups compared with the rest. Regarding dorsal striatum, it was coactivated with regions of
CPF including the dorsal putamen, dorsal caudate, somatosensory, primary motor, premotor and

prelimbic cortices.

The results obtained suggest that nest building behavior can be a useful model to
understand the neurobiology of compulsions in OCD. Likewise, these areas are similar to those

observed in goal-oriented behavior and habit formation.
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I. INTRODUCCION

1.1 El Conejo Europeo

El conejo europeo (Oryctolagus cuniculus) pertenece a la orden de los lagomorfos que incluyen
a dos familias: ochotonidae (pikas) y leporidae (conejos y liebres). Esta especie cuenta con 21
pares de autosomas y 1 par de cromosomas sexuales, ademas de que a nivel orofacial cuenta con
6 dientes incisivos (Manning y cols. 1994). El conejo europeo se ha utilizado como modelo de
estudio en diferentes areas de investigacion pasando por el desarrollo ontogenético y desérdenes

neuropsiquiatricos (Hoffman y cols. 2017).

Algunas de las ventajas de usar al conejo como sujeto de investigacion cientifica son: el
conocimiento que se tiene sobre la modulacion temporal de su conducta por medio de hormonas
sexuales (Zarrow y cols. 1963, Zarrow y cols. 1971, Gonzalez-Mariscal 2001) y la existencia de
una caracterizacion precisa acerca de su comportamiento, tanto en la naturaleza como en el
laboratorio. Ademds de que se han identificado las regiones cerebrales que regulan diferentes
aspectos de su conducta materna (Palka y Sawyer, 1966, Gonzéalez-Mariscal y cols. 1990,
Gonzélez-Mariscal, 2001, Gonzalez-Mariscal y cols. 2005, Beyer y cols. 2007, Melo y cols. 2008,
Dominguez y cols. 2017, Basurto y cols. 2018).

En el campo de la neuroendocrinologia, el conejo ha sido sujeto de estudios seminales sobre
los mecanismos que controlan la ovulacion (Hoffman y cols. 2017). La coneja es un particular
modelo de estudio de la ovulacion debido a que es un ovulador inducido lo que significa que
responde a estimulos que ocurren durante la copula para liberar el 6vulo que sera fecundado. Estos
estimulos incluyen la estimulacion de los flancos durante la monta y de la vagina por medio de la
intromision del pene (Ramirez y Beyer 1988). Por lo tanto, en el laboratorio, la ovulacion puede
ser controlada con precision para la realizacion de experimentos relacionados con la gestacion

(Hoffman y cols. 2017).



Mas recientemente, el uso de técnicas de inmunohistoquimica utilizadas en la coneja para
detectar la expresion de la proteina c-Fos ha permitido observar con una ubicacién espacial precisa,
aquellas neuronas activas durante la realizacion de una conducta. Aproximadamente 1-2 horas
después del estimulo o comportamiento, la proteina c-Fos es expresada en las neuronas que
estuvieron activas (Caba y cols. 2000, 2003; Gonzalez-Mariscal y cols. 2009, Gonzalez-Mariscal

y cols. 2015, Cano-Ramirez y Hoffman, 2017).

A continuacion, se hara una breve descripcion del ciclo reproductivo de la coneja describiendo

sus etapas y asociandolas con su correspondiente correlato hormonal.
1.2 Ciclo reproductivo de la coneja
1.2.1 Estro

El estro es una caracteristica de todas las hembras mamiferas regulado por hormonas sexuales
(por ejemplo, estradiol y progesterona) y es definido como un periodo de receptividad sexual
caracterizado por el despliegue de comportamientos de atractividad, proceptividad y receptividad.
En el caso de la congja, el estro se induce unicamente por estradiol liberado de los foliculos del
ovario, a diferencia de los roedores en quienes la progesterona tiene un papel de mayor importancia
en la facilitacion de las conductas de estro (Challis y cols. 1973, Ramirez y Beyer, 1988, Hoffman
y Gonzélez-Mariscal. 2006, Beyer y cols., 2007).

Algunos comportamientos que caracterizan al estro en la coneja son: la conducta de marcaje
por frotamiento del mentén (CMFM) y la conducta de lordosis. En el caso de la primera, la coneja
frota la superficie ventral sobre objetos de su medioambiente, asi deposita sustancias odoriferas
producidas por gldndulas cutdneas (Gonzalez-Mariscal y cols. 1990, Hoffman y Gonzilez-
Mariscal, 2006, Hoffman y cols. 2009) y la segunda consiste en desplegar una postura de
arqueamiento de la columna vertebral para facilitar la insercion del pene y la eyaculacion (Beyer

y cols. 2007).



A modo de resumen, los eventos del estro ocurren de la siguiente manera: (1) la coneja
despliega conductas de proceptividad, incluyendo la CMFM, que comunican al macho su estado
de receptividad incluyendo la CMFM (2) se presenta la copula y eyaculacion del macho, (3) la
estimulacion sensorial asociada con la cépula provoca la liberacion de la hormona liberadora
gonadotropina del hipotdlamo que estimula la liberacion de la hormona luteinizante de la pituitaria,
(4) 1a hormona luteinizante provoca la ovulacion (liberacion del 6vulo del foliculo), (5) el foliculo

forma el cuerpo luteo que sintetizara la progesterona.

1.2.2 Gestacion

Anivel de desarrollo intrauterino durante el periodo de gestacion de la coneja, se han observado
tres etapas: (1) periodo de fertilizacién e implantacion de los 6vulos fecundados (dia 1 al 6), (2)
organogénesis fetal (dia 6 al 18) y (3) crecimiento fetal (dia 18 al 28) (Mizoguchi y cols. 2010).
Durante la primera etapa, la CMFM vy la lordosis se encuentran inhibidas por cambios hormonales
y cerebrales asociados con la ovulacion (Fig. 1), como lo son el aumento de la progesterona
secretada por los cuerpos luteos y posiblemente por una disminucion en la secrecion de estradiol

(Hoffman y Gonzalez-Mariscal 2007, 2010).
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Figura. 1. Conducta de marcaje por frotamiento del mentén en 10 conejas durante el ciclo reproductivo.

Notar que el apareamiento abolid el marcaje por frotamiento y el destete permitio la recuperacion gradual

de la conducta (Gonzéalez-Mariscal y cols. 1990).



Se puede observar que durante la segunda y tercera etapa se mantiene la inhibicion de la
receptividad sexual, asi como de la inhibicion de CMFM (Fig. 1). Por otra parte, durante los
ultimos dias de la gestacion, se observa una disminucion en la cantidad de comida ingerida

(Gonzélez-Mariscal y cols. 1994).

Un dato importante es que, durante la segunda y tercera etapa, en el laboratorio la coneja
expresa la conducta de construccion del nido maternal, la cual cuenta con tres componentes: la
excavacion, el acarreo de paja (la colecta de material para construir un nido dentro de la caja nido),
y el arrancado de pelo (arrancarse el pelo del vientre y las extremidades, colectarlo en su boca y
darle forma dentro del nido de paja construido previamente) (Gonzalez-Mariscal y cols. 1994).
Estos comportamientos se encuentran regulados por combinaciones de las hormonas de la

gestacion: estradiol, progesterona, prolactina y testosterona (Fig. 2) (Gonzalez-Mariscal 2001,
2003).
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Figura 2. Cuantificacién de comportamientos y concentraciones hormonales durante el ciclo gestacional
de la coneja. Panel superior: cuantificacion de excavacion, acarreo de paja y arrancado de pelo. Panel
inferior: variaciones en la concentracion de estradiol, progesterona, testosterona y prolactina en la sangre
durante la gestacion y lactacion (Adaptado de Gonzdlez-Mariscal y cols. 1994).



1.2.3 Lactancia

Al momento del nacimiento, los crios se encuentran altamente indefensos con una capacidad
termoregulatoria muy baja y una pobre coordinacion de movimientos. Esta observacion es
relevante porque a pesar del grado de dependencia del cuidado materno, existe una interaccion
minima entre la madre y sus crios, que consiste en los pocos minutos que pasa alimentandolos

después del nacimiento (Gonzalez-Mariscal y cols. 2016).

Se puede definir a la lactancia como un proceso fisioldgico que consiste en la produccion de
leche y el amamantamiento de los crios. Se ha visto que la lactancia se mantiene por medio del de
la activacion del reflejo de expulsion de leche mediante la succion de los pezones realizada por los
crios (Mena y Beyer 1963, Tindal y cols. 1963, Gonzalez-Mariscal y Gallegos 2014, Gonzalez-
Mariscal y cols. 2016). Las hormonas que participan en la lactancia son prolactina -produccion y
secrecion de leche- y oxitocina -expulsion de leche de las glandulas mamarias- (Gonzalez-Mariscal

y cols. 2007; Crowley 2015).

La oxitocina es una hormona producida por la glandula pituitaria posterior que tiene la funcion
de contraer los ductos de leche para su expulsion. Mientras que, en el caso de la prolactina, ésta
estimula la produccidn de leche de las glandulas mamarias. En el caso de la coneja, a nivel cerebral,
la oxitocina cuenta con receptores en areas como el APOm, el nicleo supradptico, el nucleo

paraventricular y el septum lateral (Gonzélez-Mariscal y cols. 2009, Jiménez y cols. 2015).

Se ha visto que existe una retroalimentacion entre el cerebro y los pezones generada por la
estimulacion de las glandulas mamarias mediante la succion. Por lo que, los estimulos sensoriales
que se dirigen hacia la neurohipofisis controlarian la secrecion de leche (Mena y Beyer 1968,
Beyer y Mena 1970). Es importante sefialar que la coneja de la raza Nueva Zelanda da a luz entre
6 a 8 crios, ya que el nimero de crios durante el amamantamiento mantiene la lactancia, lo que

también puede observarse en la naturaleza (Rodel y cols. 2012, Gonzalez-Mariscal y cols. 2013).

La coneja en contraste con otros mamiferos que mantienen un contacto casi continuo entre
madre y crio amamanta de forma discontinua y restringida a una vez al dia durante 3 a 5 minutos
(Fuchs y cols. 1984, Gonzalez-Mariscal, 2001, Gonzalez-Mariscal y cols. 2009). En la naturaleza,
la coneja abre la madriguera y entra a ella para amamantar a sus crios, cuando termina, sale y cubre

la entrada para evitar la presencia de depredadores (Myers y Poole 1961, Rdodel y cols. 2012).



La coneja de la raza Nueva Zelanda en condiciones de laboratorio, a diferencia de lo que ocurre
en la naturaleza, puede amamantar a crios de otra madre (Gonzalez-Mariscal y Gallegos 2007).
Como se menciond anteriormente, durante el contacto diario entre madre y crios, éstos localizan
los pezones de la madre por medio de una sefial olfativa generada por una feromona presente en
el vientre de la madre identificada como 2-metil-but-2-enal (Distel y Hudson 1985, Hudson, 1985,
Hudson y cols. 1990, Schaal y cols. 2003).

Por otra parte, a nivel comportamental se ha observado que las conejas lactantes no se
encuentran en estro durante la lactancia, por lo que la CMFM vy la receptividad sexual se
encuentran reducidas. Sin embargo, en condiciones de laboratorio y de granja puede utilizarse una
técnica para restaurar el estro llamada bioestimulacion, que consiste en la supresion de un episodio
individual de amamantamiento para provocar la restauracion del estro de 24 a 48 horas después

(Gonzalez-Mariscal y cols. 2015).

A continuacion, se hablara sobre el comportamiento especifico de la construccion del nido en

la coneja presentando sus componentes y los estimulos que lo provocan.

1.3 Construccion del nido de 1a coneja y su correlato hormonal

Esta seccidbn comenzard con una breve descripcion acerca de la similitud del
comportamiento de construccidon del nido en la naturaleza y bajo condiciones de laboratorio. En la
naturaleza dos semanas antes del parto, la coneja gestante excava una madriguera y cubre la
entrada, una o dos noches antes del parto (aproximadamente en el dia 28 de gestacion) regresa a
la madriguera para colectar pasto con el que construye un nido por medio de una secuencia
comportamental realizada de 20 a 40 veces hasta que completa el nido. Una vez terminado el nido,

la coneja se arranca pelo del vientre para recubrirlo (Myers y Poole 1961).

En el laboratorio, a las conejas gestantes se les provee con una caja nido de madera que
contiene una pieza de carton comprimido que cubre el suelo de ésta y que sirve como sustrato para
la excavacion. Alrededor del dia 28 de gestacion, a la coneja se le provee de paja que sirve como
material para construir un nido. La conducta de excavacion aumenta de forma constante durante
las primeras tres semanas de gestacion y cuando al conejo se le provee paja en el dia 28,

inmediatamente comienza a colectarla y acarrearla dentro de la caja nido para formar un nido.



Finalmente, justo antes del parto, el conejo se arranca pelo del vientre y lo integra con el nido (Fig

2, panel superior; Gonzalez-Mariscal y cols. 1994).

Estudios realizados en laboratorio han permitido establecer que cambios especificos en los
niveles plasmaticos de estradiol y progesterona estan asociados con la expresion de las conductas
de excavacion, construccion del nido y arrancado de pelo (Gonzalez-Mariscal y cols. 1994). Estos
experimentos mostraron la existencia de una correlacion entre los niveles de progesterona y las
conductas expresadas por la coneja durante la gestacion (Fig. 2, panel inferior). Basado en esta
correlacion, se hipotetizd que la progesterona promovia la expresion de la excavacion de una
madriguera y su caida disparaba la conducta de acarreo de paja. Esto se debe a que el aumento en
la progesterona se encuentra asociado con un aumento en el comportamiento de excavacion y la
caida de progesterona se encuentra asociado con la declinacion de la excavacion, pero con un

aumento de acarreo de paja y arrancado de pelo.

Esta hipdtesis fue probada en los experimentos de Gonzéalez Mariscal, y cols. (1996) con
respecto a la replicacion de estas conductas de la gestacion por medio de un tratamiento hormonal
en conejas ovariectomizadas. El tratamiento consistio en que, durante 13 dias, las conejas fueron
tratadas diariamente con benzoato de estradiol junto con la administracién sistémica de
progesterona de forma subcutinea. Acabado este tratamiento, se retird la progesterona

(manteniendo la administracion diaria de BE).

En el estudio referido se observo que la presencia de progesterona y estradiol inducia la
conducta de excavacion (Fig. 3; panel superior). Al retirarse la progesterona, ocurre el acarreo de
paja y después el arrancado de pelo del vientre de la madre (Fig. 3; panel inferior). A grandes
rasgos puede decirse que la disminucién en los niveles plasmaticos de progesterona con el
mantenimiento constante de los niveles de estradiol promueve la conducta de acarreo de paja y

después del arrancado de pelo.
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Figura 3. Panel superior. Comportamiento de excavacion mostrado por hembras ovariectomizadas
antes del tratamiento hormonal (B; linea base) y después de recibir benzoato de estradiol (BE; 5
pg/dia) y progesterona (P; 2 o 10 mg/dia) Panel inferior. Comportamiento de acarreo de para
mostrado por hembras ovariectomizadas antes del tratamiento hormonal (LB; linea base) y después
de recibir benzoato de estradiol (BE; 5 pg/dia) y progesterona (P; 2 o 10 mg/dia) (Adaptado de
Gonzalez-Mariscal y cols. 1996). eP: 10 mg/dia; AP: 2 mg/dia; m aceite.



Considerando estos resultados y buscando profundizar mas sobre los mecanismos
hormonales que controlan la conducta, experimentos posteriores exploraron cuales estructuras
cerebrales se encontraria posiblemente involucradas en el comportamiento de construccion del
nido. En primer lugar, un estudio realizado utilizando la técnica de inmunohistoquimica encontrd
que la expresion del receptor a estradiol se ubicaba en el area predptica media, nicleo infundibular,

cama nucleo de la estria terminalis, la amigdala y el nticleo X (Caba y cols. 2002).

De forma complementaria, se encontrd que la expresion del receptor a progesterona en el
diencéfalo de la coneja ovariectomizada (ovx) tratada con estradiol esta restringida a ciertas
regiones del hipotadlamo, incluyendo el niicleo paraventricular, el nicleo X, el ntcleo infundibular,
y el area predptica (Caba y cols. 2003). Cabe senalarse que los andlisis mencionados fueron
restringidos a regiones del hipotalamo, por lo que no existe informacion relacionada a la expresion

de los receptores en la corteza prefrontal (CPF) o el estriado.

Los estudios mencionados mostraron que las regiones diencefalicas que expresan tanto
receptores a estradiol, como de receptores a progesterona, incluirian el area predptica, nucleo
infundibular y el nicleo X, aunque no se sabe si estos receptores serian expresados por distintas
poblaciones de células, o si existen células dentro de estas regiones que expresan ambos receptores.
Por lo tanto, es razonable hipotetizar que estas regiones podrian verse involucrados en la expresion

de la conducta de construccion del nido.

Sobre esto, Gonzalez-Mariscal y cols. (2005) encontraron que aplicar estradiol por medio
de una canula directamente en el area predptica media (APOm) combinado con la administracion
sistémica de progesterona durante 14 dias estimulaba la conducta de excavacion (Fig. 4; panel
superior) y cuando se dejaba de administrar progesterona, se iniciaba la conducta de acarreo de
paja (Fig. 4; panel inferior). Sin embargo, cuando el estradiol se administraba sist¢émicamente y la
progesterona se aplicaba en el APOm, al retirarse la canula después de 14 dias, no se inducia la
construccion del nido (Fig. 4). Estos resultados indican que el APOm es una region importante

para la regulacion hormonal de la conducta de construccion del nido.
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Figura 4. Panel superior. Cantidad de excavado por hembras ovx que respondian a cristales de BE
implantados en APOm-BNST (n=10) o NuAcc (n=5) e inyectadas con progesterona durante el tiempo
indicado. Panel inferior. Cantidad de acarreo de paja realizado por hembras ovx que respondieron al
tratamiento mencionado (n=8). Hembras con aplicacion de BE en NuAcc no mostraron una respuesta.
(Adaptado de Gonzalez-Mariscal y cols. 2005)

Con respecto a otras areas que tienen un papel primordial en la construccion del nido en la
coneja, Cruz y Beyer (1972) observaron que lesionar el area septal en la coneja afectaba la
ejecucion de la construccion del nido y alteraba el cuidado materno. Asimismo, en un estudio mas
reciente, Basurto y cols. (2018) encontraron que lesiones electroliticas del area

predptica/hipotalamo anterior inhibian la construccion del nido generado por la administracion de
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estradiol y progesterona. Por lo que se concluyd que esta region es esencial para la induccion de

la conducta de construccion del nido.

Habiendo considerado la influencia de las hormonas sobre regiones cerebrales, se procedera a

describir en qué consiste la conducta de acarreo de paja y como se activa de forma externa.

1.4 Estimulos externos que modulan la conducta de acarreo de paja

Concretamente, la conducta de acarreo de paja consiste en un patréon motor estereotipado
formado por 4 componentes secuencialmente realizados: (1) colectar la paja en la boca, (2) entrar
a la caja nido, (3) cavar o raspar el piso de la caja nido y depositar la paja, (4) salir de la caja nido.
La realizacion de esta secuencia comportamental definiria lo que se considera un ciclo de acarreo
de paja que se repite de forma casi ininterrumpida de 30 a 40 veces en el espacio de dos a tres

horas aproximadamente (Hoffman y Rueda-Morales 2009).

De forma experimental, se ha observado que en el dia 28 de la gestacion si se le permite a
la coneja construir un nido dentro de una caja nido durante 30 minutos y luego, éste se remueve
antes de que lo termine, la coneja continuara colectando paja para construir uno nuevo. Empero,
si el nido se remueve después de 3 horas, la coneja generalmente no lo reconstruird. Por otro lado,
si se introduce un nido completo en la caja nido (250 g paja) antes de que la coneja empiece a
colectar paja, dicha conducta se inicia, pero se inhibe al poco tiempo, aumentando otros
comportamientos tales como revisar el interior de la caja nido o comer paja (Hoffman y Rueda-
Morales 2009). Estos resultados muestran que las conejas acarrean la paja hasta que perciben el
nido como terminado dentro de la caja nido. Es decir, la motivacion para colectar y acarrear la paja

se inhibe al percibir un nido completo.

Considerando la informacion presentada en esta seccion, la conducta de construccion del
nido en la coneja podria ser considerada como un modelo util para definir areas cerebrales
involucradas en la modulacién (inicio y terminacion) de una conducta materna orientada a una
meta (Gonzalez-Mariscal y cols. 1994, 1996, 1998, Hoffman 2015, Cano-Ramirez y Hoffman
2017, 2018).
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II. MARCO TEORICO
2.1 Conducta materna y motivacion

La conducta materna se define como una serie de conductas expresadas por la madre
(durante la gestacion, asi como el periodo postparto) que son dirigidas al cuidado de los crios para
contribuir a su supervivencia proporcionando alimento, cuidado y proteccion. Algunos ejemplos
de la conducta materna involucran conductas preparto como la construccion del nido materno y
conductas postparto como el amamantamiento, acicalamiento de los crios y la defensa de los crios

frente a depredadores, entre otros (Brunton y Russell 2008, Olazabal y cols. 2013a, b).

La motivacion, en términos generales, se define como un proceso gracias al cual los
animales se energizan para generar comportamientos dirigidos a una meta omitiendo informacion
ambiental irrelevante (Mogenson y cols. 1980, Valdés y cols. 2006, Palmiter 2008, 2011). El
término “motivacion maternal” se refiere a la motivacion dirigida especificamente al despliegue
de la conducta materna. Se ha visto que el parto se encuentra asociado con un aumento en la
motivacion maternal modificando la forma como se procesa y se responde conductualmente a la
informacion proveniente del recién nacido, comparado con hembras en estro (Poindron, 2005,

Numan, 2012).

Usualmente para la realizacion de una conducta se considera la existencia de dos fases
secuenciales del comportamiento motivado o conducta orientada a una meta: apetitiva y
consumatoria. La primera involucraria una busqueda flexible de respuestas instrumentales para
alcanzar una meta, seguida por una fase consumatoria que involucraria una conducta
incondicionada (innata o no-aprendida). Las conductas consumatorias dentro de la conducta
materna incluyen las conductas de construcciéon del nido, el despliegue de la conducta de
amamantamiento, el acicalamiento de los crios y el acarreo de los crios. Tipicamente las conductas
consumatorias son asociadas con recompensa, placer y/o saciedad (Berridge y cols. 2005, Olazabal

y cols. 2013a).
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El tema de la motivacion para alcanzar una meta es complejo, ya que involucra las
condiciones del animal para energizarse y orientar su conducta hacia una meta, como podria ser
un estado hormonal que generaria un estado materno motivacional con componentes conductuales
para expresarlo. Se ha visto que un estimulo que genere una recompensa puede inducir un

comportamiento de reforzamiento positivo, como ocurriria en la interaccion de madre hacia sus

crios (Broad y cols. 2006, Leckman y cols. 2004, Schultz 1998, 2011).

La motivacion maternal implicaria que estimulos ambientales especificos dispararian
respuestas consumatorias dirigidas al cuidado de los crios. Esta motivacion seria regulada por
regiones cerebrales que promoverian o inhibirian la ejecucion de una accion motora adecuada
respecto a circunstancias y estimulos especificos. Un ejemplo de ello sucede en la rata cuando el
estimulo de encontrar un crio afuera del nido dispararia la conducta de acarreo de crios (Olazabal

y cols. 2013 a, b).

Como se mencion6 anteriormente, la conducta consumatoria tipicamente se encuentra
asociada con la recompensa o la respuesta hedonica. Con el fin de comprobar la atraccion materna,
Ferris y cols. (2005) investigaron en un grupo de ratas lactantes la participacion de areas cerebrales
pertenecientes al sistema de recompensa integrado por regiones de la corteza prefrontal, nicleo
accumbens (NuAcc) y el area ventro tegmental (AVT). Ellos encontraron una mayor activacion de
estas areas por medio de resonancia magnética funcional en un grupo expuesto a sus crios en los
primeros dias postparto comparado con un grupo expuesto a cocaina, que también es un estimulo

atrayente y competitivo.

La conducta materna es un caso interesante dentro del area de estudio de la motivacion y
de la conducta dirigida a una meta. En primer lugar, Oldzabal y cols. (2013a) propusieron la
existencia de un estado general de “motivacion maternal” que promueve la expresion de una
variedad de conductas especificas dirigidas al cuidado de los crios. Por contraste, la motivacion
sexual es asociada con una meta mas especifica (la cépula) y con respuestas consumatorias mas

limitadas (la lordosis, la monta y el patron eyaculatorio).
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En segundo lugar, no es claro en el caso de la conducta materna en donde se encuentra la
recompensa o respuesta hedonica. Por ejemplo, en el caso del acarreo de crios, uno puede especular
que la respuesta heddnica se asocia con el acto de acarreo, con la interaccion con sus crios o con
alcanzar la meta de regresar todos sus crios al nido. Esto ultimo es importante desde un punto de
vista neurobioldgico porque distintos circuitos cerebrales subyacen a la motivacion y a la conducta
apetitiva flexible (conducta orientada a una meta), la expresion de la conducta consumatoria (o

conducta innata) y la respuesta hedénica.

En este punto, se vuelve necesario precisar las diferencias entre las respuestas de un
comportamiento dirigido a una meta y en la conducta innata. El caso del comportamiento flexible
involucra respuestas instrumentales que el animal realiza para obtener una recompensa o alcanzar
una meta. Se puede observar que estas respuestas son flexibles, debido a que el animal presenta
diferentes tipos de comportamiento, de acuerdo con las circunstancias ambientales, para alcanzar
una meta. Por ejemplo, en el laboratorio, la rata puede asociar presionar una palanca para conseguir
una recompensa, que seria una conducta que la rata de otra forma no realizaria para obtener
comida, pero la rata posee flexibilidad cognitiva para aprender que presionar una palanca le
otorgaria una recompensa. Esta respuesta se podria considerar como flexible porque la rata cambia
su respuesta de acuerdo a si se encuentra saciada o no. Es decir, la rata saciada no realizara esta

conducta, pero una rata hambrienta lo haria.

La expresion de comportamientos flexibles involucra procesamiento frontal y prefrontal
debido a que el animal necesita integrar la informacién de diferentes fuentes (sensorial, estado
interno de saciedad, informacion espacial, memoria) para elegir la respuesta comportamental
adecuada. Mientras que el comportamiento no flexible es un comportamiento de estimulo-
respuesta que implica que automaticamente dispara la respuesta y no existe flexibilidad cognitiva.
Algunos ejemplos del comportamiento no flexible son los habitos y la conducta innata como el
acarreo de crios y la agresion maternal. Esta Gltima clase de comportamiento también son referidos

consumatorios o no condicionados, ya que no son aprendidos.

14



2.1.1 Conducta orientada a una meta y formacion de habitos

Se ha observado que las respuestas comportamentales pueden clasificarse con respecto a
su flexibilidad, como puede observarse en el comportamiento orientado a un meta y con la
formacion de habitos. Se comenzara hablando del comportamiento orientado a una meta
considerando que implica flexibilidad comportamental a través de la adaptacion a cambios
ambientales basados en representaciones internas de recompensa (Killcross y Coutureau 2003,

Verschure y cols. 2013).

Operacionalmente, la conducta flexible y orientada a una meta se caracteriza por la
capacidad de ser condicionada a la obtencién de una recompensa. En la practica, estudios de la
conducta orientada a una meta involucran el condicionamiento de una conducta arbitraria (por
ejemplo, jalar una cadena o presionar una palanca). Otra caracteristica importante de la conducta
flexible y orientada a una meta es su capacidad para adaptarse a cambios en el estado de saciedad.
Por ejemplo, una rata condicionada a presionar una palanca para recibir una recompensa de

alimento desplegaria esta conducta cuando tiene hambre, pero no después de saciarse.

Por otra parte, la conducta flexible y orientada a una meta puede convertirse en una
conducta inflexible y automatica (el habito) a través de la repeticion. Los habitos son considerados
como acciones poco flexibles realizados de forma regular que se asocian con el ambiente hasta
automatizarlos (Voon y cols. 2015). Si una accion se realiza con cierta regularidad, se fortaleceran
sus asociaciones con sefales ambientales automatizandose los comportamientos que no requieren
planeacion y organizacion para generar escenarios accesibles en el futuro (Gillan y cols. 2016).
Esto puede ocurrir en el caso del ejemplo mencionado anteriormente: después de varias
repeticiones (a lo largo de dias de entrenamiento), la respuesta de la rata a la palanca se convertira
en una respuesta automatica e inflexible (un habito). Ademas, la rata presionara la palanca en el

estado de hambre, asi como en el estado de saciedad (Cardinal y cols. 2002).

En el caso de la conducta materna, se ha observado en ratones y ratas la tendencia a
presionar una palanca una cierta cantidad de veces hasta consolidar esa conducta para recuperar a
sus crios, que se encuentran separados fisicamente. Se puede observar que este comportamiento
se convierte en un habito después de cierto tiempo de haber ejercitado el patron motor referido

(Hauser y Gandelman 1985, Lee y cols. 2000).
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En este momento, deben resaltarse algunos puntos, el comportamiento de presionar una
palanca comenzo siendo flexible y se volvio un habito por medio de su repeticion. En el caso de
conductas maternas, estos comportamientos no son aprendidos. Una madre primeriza mostrara las
conductas de forma casi indistinguible de una madre con experiencia, por lo que se estaria viendo

un comportamiento no condicionado o innato.

Algunos estudios han demostrado flexibilidad en la expresion de la conducta materna, con
respecto a su capacidad de modularse frente a cambios en las contingencias ambientales. Por
ejemplo, existe un cambio en la intensidad de los cuidados e interaccion que la madre rata le da a
sus crios en diferentes momentos después de haber dado a luz, el cual disminuye durante los dias
postparto 12 al 16 comparado con los dias 4 al 8. Este cambio en la respuesta hacia los crios
depende de las sefiales externas dependientes del crecimiento de los crios. Por lo que el cambio
observado no representa una respuesta automatica y considera el desarrollo de los crios en los dias

postparto, conforme van creciendo necesitan menos de la madre (Wansaw, y cols. 2008).

A grandes rasgos, puede decirse que la conducta orientada a una meta es mas precisa, pero
requiere un mayor esfuerzo y atencion, mientras que los habitos y conducta innatas se consideran
respuestas automaticas que son disparadas por un estimulo (Grahn y cols. 2008, Balleine y

O’Doherty 2010, Gillan y Robbins 2014, Cohen y Padoa-Schioppa 2016).

Llegado a este punto, es importante considerar la forma en que se representan estos
modelos de comportamiento a nivel cerebral. Una de las formas ha sido por medio de grabaciones
electrofisiologicas. Por ejemplo, en un estudio se identificaron poblaciones neuronales en el
estriado del mono, donde se observd que el comportamiento flexible y orientado a una meta
generaria una mayor actividad en el nicleo caudado, mientras que los habitos aumentarian la
actividad del putamen (Hadj-Bouziane y cols. 2013). Esto serd muy importante posteriormente
puesto indica la existencia de areas cerebrales diferenciables de acuerdo al tipo de comportamiento

realizado.

Finalmente, considerando que la conducta materna involucra componentes motores
especificos que son reflejo de la integracion de diferentes estimulos maternalmente relevantes,
debe conocerse qué regiones cerebrales la generan. Por lo que en la siguiente seccion se presentara

un esbozo acerca de ellas y como es que individualmente contribuyen a la conducta.
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2.1.2 Regiones cerebrales que regulan la conducta materna

Los comportamientos que integran una conducta materna involucran patrones
comportamentales considerados estereotipados y fijos entre especies, como lo podria ser el acarreo
de crios en la rata (Fleming y cols., 1999). Se ha observado que para que se exprese alguno de
estos patrones motores, se necesita de la participacion de areas cerebrales clave como lo son APOm
y BNST que cuentan con grupos de neuronas especializadas en la conducta materna (Numan y

Stolzenberg 2009, Stolzenberg y Numan 2011).

Experimentos han demostrado que la lesion de del APOm y BNST altera la realizacion de
algunos aspectos que conforman a la conducta materna como lo serian el acarreo de crios y la
construccion del nido en la rata, aparte de que se encuentran involucrados en la modulacion de la
ansiedad y la motivacion durante la gestacion (Oxley y Fleming 2000, McHenry y cols. 2015). Por
otra parte, se ha encontrado que las dreas mencionadas presentan conexiones con regiones
relacionadas con la motivacion y la recompensa como lo son AVT, NuAcc y CPFm, lo que llevaria
a considerar que su participacion en conjunto sugiere la existencia de circuitos maternales
complejos (Saltzman y Maestripieri 2011, Robinson y cols. 2011). Como puede observarse en la
Fig.4, que para el presente trabajo se ha adaptado y propuesto un modelo de regulacion de la

conducta materna (Numan y Stolzenberg 2009, Numan 2012).

En este modelo se observa que diferentes areas del cerebro interactlian entre si para regular
diferentes aspectos de una misma conducta, por ejemplo, por medio de la corteza prefrontal se
integran diferentes estimulos sensoriales presentes en el medio ambiente. Mientras que las sefales
producidas por el ambiente hormonal interno serian integradas por el APOm y la BNST que
cuentan con una cantidad importante de receptores hormonales. Lo que significa que mediante la
interaccion de estas areas se lleva a cabo una conducta que implica la deteccion de una variedad

de senales del medio ambiente, como lo es el acarreo de paja en la coneja.
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Figura 5. Modelo general de las bases neuronales del comportamiento maternal

(Adaptado de Numan y Stolzenberg 2009).

Aunque no existen muchos comportamientos con caracteristicas similares a la conducta de
acarreo de paja, uno que seria equiparable en el tipo de patron motor realizado es la conducta de
acicalamiento en la rata, las dos conductas consisten en la expresion serial de componentes

conductuales distintos.

En el caso del acicalamiento en la rata, éste consiste en 4 componentes tipicamente
expresados en la siguiente secuencia: (1) una serie de movimientos en forma de elipse alrededor
de la nariz, (2) series de movimientos unilaterales, cada uno realizado por una pata, (3) serie de
movimientos bilaterales realizado simultdneamente por ambas patas, (4) lamido del cuerpo,
precedido por una transicion cefalocaudal moviendo la boca y la lengua acicalando las patas hacia
el cuerpo (Berridge y cols. 2005). En breve, se ha encontrado que la expresion serial tipica de los
componentes motores del acicalamiento involucran la participacion de una region discreta del

estriado dorsal (Adridge y Berridge 1998, Berridge y cols. 2005).
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Como se mencionod anteriormente, la conducta de acarreo de paja también consiste en la
expresion serial de conductas distintas: (1) colectar la paja en la boca, (2) entrar a la caja nido, (3)
cavar o raspar el piso de la caja nido y depositar la paja, (4) salir de la caja nido. Anteriormente se
hablo de forma general acerca de las areas cerebrales que participan en la conducta materna, pero

no se profundizé sobre ellas, por lo que a continuacién se realizara un breve resumen de ellas.
2.2 Corteza cerebral

La corteza cerebral se divide en 4 16bulos: frontal, temporal, parietal y occipital. En
términos generales, estos lobulos involucran procesamiento de informacidén sensorial de las
modalidades visual, auditiva, motor y somatosensorial. En los mamiferos, la corteza cerebral esta
formada por 6 capas corticales que son conglomerados de células nerviosas por medio de las cuales
se integra, procesa y proyecta la informacion de diferentes areas cerebrales (Fig. 5) (Shepherd,

2011, Zilles y Amunts 2010).

Neuronas espinales excitatorias (glutamatérgicas)

Neuronas de proyeccion (piramidales) Neuronas estrelladas
T 1 T 1

Corteza

\ Y
l'vn ¢ Médula espinal, tallo cerebral, talamo, corteza.

Talamo, corteza.

Figura 6. Tipo de neuronas de la corteza cerebral (Adaptado de Kwan y cols. 2012).
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2.2.1 Corteza prefrontal

La corteza prefrontal que corresponde anatomicamente a la corteza del polo anterior del
cerebro de los mamiferos tiene como particularidad recibir proyecciones del nicleo mediodorsal
del tdlamo (Goldstein y cols. 2011, Ouhaz y cols. 2015). Histéricamente, esta region se ha
identificado como la parte que va del lobulo frontal del cerebro rostral a la corteza motora de
asociacion. La CPF se integra por la corteza prefrontal medial (infralimbica-area de Brodmann 25,
prelimbica-area de Brodmann 32 y corteza cingulada anterior), la corteza orbitofrontal (area
ventral y ventrolateral de la corteza prefrontal), la corteza premotora (la corteza dorsal) y la corteza

insular (lateral y ventrolateral) (Tekin y Cummings 2002).

La CPF se pensaba que solo estaba implicada en el control motor, pero con el paso del
tiempo se ha observado que participa en funciones mas complejas, como lo serian el control
ejecutivo, comportamiento social, atenciéon, memoria y conciencia. Una de las razones por las
cuales cuenta con esa diversidad de funciones es debido su anatomia y a las proyecciones que

conectan de forma cortical y subcortical (Catani y cols. 2012, Yeterian y cols. 2012).

Asi, la CPF es una estructura importante en las llamadas funciones ejecutivas para
orquestar pensamiento y accion de acuerdo con objetivos internos desarrollando la capacidad
predictiva del organismo (Gu, 2002, Fuster, 2014, 2015, Moorman y Aston-Jones 2015). Esto
resulta importante debido a que para que exista flexibilidad en la conducta orientada a una meta es
necesario coordinar procesos sensoriales y motores adaptandolos a las condiciones ambientales
presentes (Miller y Cohen 2001, Mushiake y cols. 2006, Barbas y Zikopoulos 2007, Everitt y
Robbins 2016).

Con respecto a su participacion en la conducta materna, existen trabajos que han observado
en mamiferos que cuando las hembras se vuelven madres, el olor de los crios promueve aspectos
de la conducta materna, modificando la aversion de las hembras en estro para interactuar y proteger
a los crios (Fleming y Rosenblatt 1974, Fleming y cols. 1979, Gonzalez-Mariscal y cols. 2004,
Chirino y cols. 2007, Nishitani y cols. 2014). En humanos, la exposicion de una madre a estimulos
asociados con su propio bebé provoca una fuerte respuesta neuronal en la corteza orbitofrontal de
la CPF (Strathearn y cols. 2008) y una respuesta neuronal aumentada de regiones de la CPF que
regulan interacciones maternales con sistemas de recompensa (Lorberbaum y cols. 1999, Musser

y cols. 2012, Lonstein y cols. 2015).
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2.2.2 Corteza Prefrontal Medial (CPFm)

Esta region presenta tres subdivisiones que corresponden a las estructuras de la linea media
de la corteza frontal que en general se dividen en: corteza cingulada anterior, area prelimbica y
area infralimbica (Afonso, y cols. 2007, Barbas y Zikopoulos 2007, Euston y cols. 2012, Sabihi, y
cols. 2014a, b). A grandes rasgos, se ha determinado que la CPFm participa en el control adaptativo
del comportamiento y realiza la retroalimentacion acerca del éxito de una accion (Laubach y cols.

2015).

Su organizacion a nivel de proyecciones (Fig. 6) muestra una amplia participacion con
areas involucradas en la motivacion o en la toma de decisiones como los son la corteza cingulada
anterior (CCA), corteza orbitofrontal (COF), Nucleo Accumbens (NuAcc). Existe evidencia de
una homologia anatomica de estas areas entre roedores, primates no humanos y humanos (Price
2007, Bissonette y cols. 2013). Asi, la corteza cingulada anterior del roedor corresponde al area de
Brodmann 24 en humano y en el primate no humano, el area prelimbica corresponde al area de
Brodmann 32 y el area infralimbica corresponde al area de Brodmann 25. También, la CPFm se
encuentra inervada por fibras dopaminérgicas originadas en el area ventro tegmental (Heidbreder

y Groenewegen 2003, Cassaday y cols. 2014).

En cuanto a su funcionalidad, esta region codifica el valor de un estimulo, participa en la
seleccion de acciones, ademas de que realiza asociaciones entre estimulo-respuesta (Moscarello y
cols. 2010) y tiene un rol importante dentro del procesamiento emocional (Leuner y cols. 2010,

Etkin y cols. 2011).
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Figura 7. Conexiones de las subregiones de la corteza prefrontal medial con otras regiones cerebrales. IL:

area infralimbica, PL: 4rea prelimbca, COF: corteza orbitofontal; CCA: corteza cingulada anterior, NuAcc:

nucleo accumbens (Adaptado de Cassaday y cols. 2014).

Afonso y cols. (2007) mostraron que si se realiza una lesion extensa en la CPFm de ratas

hembras, que incluyera la CCA, area prelimbica e infralimbica, y se mide su conducta materna
después del parto, se observa una alteracion. Esto se veria reflejado en una desorganizacion del
acarreo de crios, ya que presentan latencias mas largas para su realizacion y término. Lo que se

interpreta como una disfuncion en la capacidad de mantener la atencidn a los crios frente a otros

estimulos presentes en el ambiente.
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Por otra parte, Pereira y Morrell (2011) realizaron inactivaciones transitorias especificas
del area prelimbica e infralimbica en ratas en momentos temprano y tardio postparto y encontraron
que estas areas estan involucradas en el mantenimiento de la motivacion para interactuar con los
crios. Funcionalmente, conforme los crios crecen, la respuesta materna se vuelve menos
dependiente del APOm y el area infralimbica, para distribuirse de manera mas amplia afiadiendo
componentes al circuito materno incluyendo al area prelimbica, la cual facilitaria la expresion de

los componentes del comportamiento materno tardio.

Para finalizar esta seccion, puede decirse que aun cuando se puede considerar a la CPFm
como una region que participa en el comportamiento mediante la interaccion de las tres areas que
la conforman, también es cierto que cada una de las areas que la integran presentan ciertas
caracteristicas y funciones especificas las cuales serdn explicadas a detalle en las siguientes

secciones.
Corteza cingulada anterior

La corteza cingulada anterior es una region (area de Brodmann 24) localizada alrededor del
rostro del cuerpo calloso que cuenta con numerosas proyecciones a nucleos motores del tallo
cerebral y la amigdala. Se ha considerado que esta involucrada en evaluar costos y beneficios,
ademas de realizar un monitoreo de las acciones de acuerdo a su valor para explorar la alternativa
mas adecuada (Euston y cols. 2012, Silvetti y cols. 2014, Laubach y cols. 2015, Kolling y cols.
2016). Ademas de que se ha visto involucrada en la toma de decisiones, interacciones sociales y
en la generacion de respuestas relacionadas con la empatia y el dolor (Devinsky y cols. 1995, Lavin

y cols. 2013, Fuchs y cols. 2014).

Anivel de conectividad, se ha observado la existencia de aferencias cortico-corticales de areas
parietales y sensoriales, asimismo cuenta con una conexion con la insula y con el sistema limbico
(Dalley y cols. 2004, Lavin y cols. 2013). Experimentos realizados para confirmar la funcionalidad
de esta estructura han mostrado que esta area se activa durante la realizacion de respuestas
incorrectas, asi como de las consecuencias de las elecciones (Carter y cols. 1998, Wallis y
Kennerley 2011). Esto sugiere que su actividad es dependiente de la deteccion de errores propios,

como de los observados en alguien mas (de Brujin y von Rhein 2012),
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Aunque no existe mucha investigacion acerca de la participacion de esta drea en la conducta
materna de animales, en humanos se ha observado que vocalizaciones infantiles provocan un
aumento de actividad neuronal en regiones cinguladas anteriores, asi como en la amigdala (Seifritz
y cols. 2003, Sander y cols. 2007). En el caso de las respuestas aversivas que pueden presentar
padres frente al llanto de sus hijos, se observaria una hipoactividad de la porcion dorsal de la CCA

(Liy cols. 2018).
Area prelimbica

El area prelimbica se encuentra ubicada en la parte caudal de la CPFm (Brodmann area 32)
y ha sido denominada visceromotora, ya que cuenta con proyecciones hacia los principales centros
autonomicos subcorticales (Gabbott y cols. 2003, Vertes 2004). Se encuentra conectada con la
insula, el NMD del tdlamo, la amigdala basolateral, asi como el estriado ventral. La region dorsal
del 4rea prelimbica en roedores es similar a la del primate y el humano (Vogt y cols. 2013). Se ha
observado su participacion en procesos cognitivos y de toma de decision, incluyendo memoria de

trabajo, ademas de la implementacion de estrategias comportamentales (Powell y Redish 2014).

Con respecto a su funcion dentro de la conducta materna, se ha considerado que el area
prelimbica tiene un papel importante en la expresion de la agresion frente a depredadores, ademas
de que regula la ansiedad maternal (Nephew y cols. 2009). Una de las razones es que es un area
que cuenta con una gran cantidad de neuronas sensibles a oxitocina (Sabihi y cols. 2014a). Asi, en
experimentos hechos con ratas madres colocadas en una jaula que contenia a sus crios de 3 dias de
edad, se observo que el bloqueo de los receptores a oxitocina del area prelimbica provocaba una
disminucion de la latencia para atacar a un intruso colocado en el mismo espacio (Sabihi y cols.
2014b). Esto ha sugerido la importancia de esta area para modular la conducta de agresion maternal

durante el periodo postparto temprano.
Area infralimbica

El area infralimbica (4rea de Brodmann 25) tiene un rol fundamental dentro de la
adquisicion, la consolidacion y la extincion de un comportamiento en paradigmas que involucran
el consumo de drogas, la regulacion del miedo (Barker y cols. 2014) y en la adquisicion de hébitos
(Coutureau y Killcross 2003; Gabbott y cols. 2003). Cuenta con proyecciones restringidas casi

exclusivamente a estructuras limbicas, teniendo al niicleo reuniens como la terminacion talamica
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con mayor cantidad de fibras que parten del area infralimbica, ademas de contar con una
distribucion ventral al estriado e inervacion de la amigdala central y basolateral, asi como del

hipotalamo. (Room y cols. 1985).

En el caso de su funcion en la conducta materna, existen pocos estudios que involucren a
esta region de manera especifica. Aunque, si se ha encontrado que el area infralimbica es clave
para controlar las respuestas comportamentales a estimulos aversivos (Milad y Quirck 2002) y
también existe evidencia acerca de que la integridad de esta 4rea es importante para la expresion
de actividad locomotora en respuesta a sefiales sensoriales (vista u olfato), lo que se explica por
sus conexiones hacia el sistema ascendiente de alertamiento (Recavarren y cols. 2005, Valdés y

cols. 2006).

A continuacion, se hablara sobre la interaccion del area prelimbica y el area infralimbica

dentro del comportamiento y cdmo son necesarias para su expresion o inhibicion.
Interaccion entre corteza prelimbica e infralimbica para generar la conducta

En este punto es importante hacer un paréntesis para comentar acerca de como la actividad
entre las areas prelimbica e infralimbica genera un balance entre la actividad inhibitoria y
excitatoria (Hok, y cols. 2005). Un caso especifico con respecto del cambio de funcionalidad en
estas areas puede observarse en la expresion del miedo en ratas (Fig. 7) donde éste genera una
mayor activacion neuronal de la corteza prelimbica, mientras que su extincion provoca una

activacion mayor de la corteza infralimbica (Sotres-Bayon y Quirck 2010).

En la figura 8 puede observarse la participacion selectiva del area prelimbica e infralimbica,
de acuerdo a un tono auditivo que coincidia con un choque eléctrico que se le daba a la rata dentro
de la jaula. Por lo que se presenta una asociacion entre el tono y el miedo a experimentar dolor. La
expresion condicionada del miedo en respuesta al tono (lado izquierdo, Fig. 7) involucra una via
neuronal que consiste en proyecciones excitatorias del area prelimbica (PL) a la amigdala
basolateral (BA) y del BA a la amigdala centromedial (CeM), la cual promueve la respuesta de
miedo. Por otro lado, después de aplicar el mismo tono varias veces sin aplicar el choque eléctrico,
la respuesta de miedo disminuye, reflejando el proceso de “extincion del miedo” (lado derecho,

Fig. 7). La via neuronal que subyace la extincion del miedo consiste en una proyeccion excitatoria
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del éarea infralimbica (IL) a las células intercaladas de la amigdala (ITC), las cuales inhiben la

CeM, asi inhibiendo la respuesta del miedo (Sotres-Bayon y Quirck 2010).

Expresion del miedo Extincion del miedo
PFC AMYG PFC AMYG

Tono Tono

S -.\::.{»::‘;K:- tQITC\'

§ e
e ¢
1 &
A
4,
Y  Instauracion del miedo m“ién del miedo

Figura 8. Representacion de circuitos corticales involucrados en la expresion y reduccion del miedo. PL:
area prelimbica, IL: area infralimbica, BA: amigdala basolateral, CeM: amigdala centromedial, ITC:
células intercaladas de la amigdala, Hipp: hipocampo, MD: talamo mediodorsal, Bstm: monoaminas del

tallo cerebral, OFC: corteza orbitofrontal (Adaptado de Sotres-Bayon y Quirck 2010).

Empero, esta actividad entre la corteza prelimbica e infralimbica, también puede
observarse en el estrés post traumatico, ya que la presencia de un estimulo aversivo activa el area
prelimbica asociada con la generacion de la respuesta al miedo, ansiedad o panico; pero cuando se
logra controlar, se observa que aumenta la actividad del area infralimbica (Shin y cols. 2006, Maier

y Watkins 2010, Giustino y Maren 2015).

Finalmente, se mencionard que en la regulacion del consumo de drogas, el modelo de
interaccion entre el darea prelimbica e infralimbica promoveria o inhibiria el consumo,
respectivamente (Moorman y cols. 2015), lo que puede exponer la existencia de una dicotomia
que guia la ejecucion e inhibicion del comportamiento. A continuacion, se desarrollardn el resto

de las regiones que conforman la CPF relevantes a nuestra investigacion.
2.2.3 Corteza orbitofrontal

La corteza orbitofrontal (drea de Brodmann 11 y 47) se encuentra en la superficie ventral del
l6bulo frontal, su rol es integrar informacion ambiental para asignar un valor a los estimulos y
también participa en el proceso de toma de decisiones (van Hasselt y cols. 2012). En otros trabajos,
se ha observado su contribucion para evaluar los resultados de una accidén y poder modificar el

desempeio cuando su valor se modifica (Balleine y cols. 2011, Wallis y Kennerley 2011).
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Las conexiones de esta area se dividen en orbital y medial: la red orbital recibe aferencias de
areas corticales asociadas con los sistemas sensoriales, como visual, gusto, olfato y
somatosensorial (Rolls 2000, Schoenbaum y cols. 2009), mientras que la porcion medial cuenta
con interconexiones con areas limbicas involucradas con la regulacion emocional (Christakou y
cols. 2004, Price 2007, Rushworth y cols. 2007, Chamberlain y cols. 2008; Schoenbaum y cols.
2009, Moorman y Aston-Jones 2015). A nivel neuroanatémico, la COF se encuentra poco
desarrollada en roedores, a diferencia de los que sucede en primates y humanos (Rolls 2000, Rolls

2004, Wallis 2012).

Con respecto a la investigacion realizada acerca de la participacion de esta area en la conducta
materna, se ha observado en humanos que madres primerizas al escuchar el llanto de sus hijos
presentaban activacion de la COF derecha, que implicaria la realizacion de respuestas maternas
dirigidas a sus hijos (Lorberbaum y cols. 2002). Esta area también se relaciona con estados
animicos positivos cuando una madre ve una fotografia de su hijo recién nacido comparado con
nifios no cercanos o adultos (Nitschke y cols. 2004). También se ha visto que la COF participa en
lo que se denomina como amor maternal, ya que se activa en la madre en respuesta a la sonrisa de
su hijo o el llanto, por lo que se sugiere su contribucion en mecanismo neuronal de proteccion a

su hijo (Noriuchi y cols. 2008).
2.2.4 Corteza premotora

La corteza premotora (Brodmann 6, 44 y 8) participa en la preparaciéon de movimientos
que implicarian reaccionar de forma rapida y adecuada (Schubotz y von Cramon 2003). Aunque
también se ha visto que tiene un rol en la codificacion espacial, asi como en el aprendizaje
asociativo (Gallese y cols. 1996). Esta area se encuentra conectada con la corteza motora primaria,
asi como de otras dreas corticales y proyecta a regiones del putamen (Moorman y Aston-Jones

2015, Schoenbaum y cols. 2009, Christakou y cols. 2004, Rushworth y cols. 2007).

Con respecto a la existencia de estudios que muestren la participacion de esta area en
aspectos especificos de la conducta materna, no existe mucha informacion. Lo que si se ha
observado es que existen respuestas especificas hacia rostros de infantes por parte de adultos en
las regiones premotoras laterales, &rea motora suplementaria, insula izquierda y el circuito talamo-
cingulado (Ranote y cols. 2007, Swain y cols. 2007, Caria y cols. 2012). Esto implicaria generar

una accidn preparatoria para interactuar con el nifio (Leibenluft y cols. 2004, Nachev y cols. 2008)
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donde la magnitud de la respuesta seria valorada de acuerdo al rostro presentado y el apego

emocional evocado a partir de é€l.
2.2.5 Corteza piriforme

La corteza piriforme (4rea de Brodmann 27) forma parte del sistema olfatorio y cuenta con
aferencias directas del bulbo olfatorio principal, también se puede observar que se encuentra
conectada sindpticamente con areas como el nucleo olfatorio anterior y la amigdala (Bekkers y
Suzuki 2013, Mainland y cols. 2014, Baum y Chery 2015). En los animales proporciona ventajas
para la exploracién del medio ambiente y facilita el establecimiento de estrategias para codificar

la informacion.

En el caso de las diferencias entre las conexiones del sistema olfatorio, la corteza piriforme
se encuentra mayormente conectada con la corteza orbital, la cual a su vez recibe informacion del
nucleo mediodorsal del talamo (NMD) (Benjamin y cols. 1978), y presenta aferencias de la corteza
prepiriforme, la amigdala y la corteza temporal inferior (Rolls 2000, Price 2007). En los
mamiferos, la informacion del bulbo olfatorio principal proyecta hacia el hipotdlamo a través de

la estria terminal (Wilson 2009, O'Connell y Hofmann 2011).

Con respecto a la conducta materna, la corteza piriforme tiene un rol importante en el
procesamiento de sefiales olfativas para identificar los estimulos del medio ambiente y asociarlos
con su experiencia previa, esto sucede en diferentes mamiferos, quienes por medio del
procesamiento olfatorio y del estado reproductivo se aproximan o alejan de crios (Rosenblatt 1967,

Gonzalez-Mariscal y cols. 2004, Chirino et al. 2007, Lévy y Keller 2009).

Un ejemplo mas particular ocurre con las ratas no gestantes quienes después de algunos
dias de haber interactuado con los crios, comienzan a expresar conductas de amamantamiento y
acarreo, aunque no cuentan con la concentracion hormonal optima para la expresion de esta
conducta (Numan y Stolzenberg 2009, Numan 2012). Asimismo, ratas no gestantes con lesiones
en el bulbo olfatorio accesorio muestran una menor latencia para expresar las conductas maternales
anteriormente mencionadas (Fleming y Rosenblatt 1974). En el caso de la coneja, la realizacion
de lesiones en el epitelio olfatorio resulta en una interaccion de las conejas virgenes hacia los crios,

quienes usualmente no responden a ellos (Chirino y cols. 2006).
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En este punto cabe sefialar que se han abarcado a grandes rasgos las caracteristicas de las
regiones de la CPF involucradas en la presente investigacion. Sin embargo, en un segundo
momento de este trabajo, se busco estudiar las regiones que conforman a las llamadas vias cortico-
estriatales, como las involucradas en lograr el correcto desempefio de una accion dirigida a una

meta, asi como en la expresion de conducta innata.
2.3 Ganglios basales

Los ganglios basales se refieren a un grupo de nticleos subcorticales responsables del
control motor (Fig. 8) conformados por: estriado dorsal (ntcleo caudado y putamen), estriado
ventral (nucleo accumbens), globo palido (porcidon interna y externa), nucleo subtalamico y

substancia nigra (pars compacta y pars reticulada) (Lanciego y cols. 2012).

Entre las funciones en las que se encuentran involucrados se encuentran aprendizaje motor,
planeacion, toma de decisiones y respuestas conductuales a la recompensa (Reig y Silberberg
2014). En conjunto, estas regiones interactiian para realizar una coordinacion sensoriomotora, que
incluye la seleccion, iniciaciébn y terminacion de las acciones. Para la ejecucion de un
comportamiento motor existen circuitos paralelos funcionalmente: el directo que promueve el

comportamiento y el indirecto que lo inhibe (Graybiel 1997, Graybiel 2005, Freeze y cols. 2013).

En el caso de la via directa que aumenta la excitacion cortical y promueve una conducta se
conforma de la siguiente forma: corteza motora-estriado-globo palido segmento interno y sustancia
nigra reticulada — tdlamo — corteza motora. Mientras que la via indirecta consiste en: corteza
motora — estriado — globo palido segmento externo o nicleo entopeduncular (en otras especies) —
nucleo subtalamico — globo palido segmento interno y sustancia nigra reticulada — corteza motora,

la cual disminuye la excitacion cortical e inhibe la conducta.
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Figura 9. Ilustracion esquematica de estructuras clave y vias de los ganglios basales (Modificado de Haber
2016). Flechas gris oscuro representan la via directa; flechas gris claro representan la via indirecta.
Abreviaciones: SN- sustancia nigra, AVT — area ventro tegmental, GPe — globo palido segmento externo, GPi

— globo palido segmento interno, NST — nucleo subtalamico, VP — palido ventral.

Partiendo de esto, a continuacion, se describira el estriado, que es una de las areas que
conforman los ganglios basales y que presenta una conectividad importante con regiones de la

corteza descritas en la seccidn anterior.
2.3.1 Estriado

Se ha denominado como una estructura heterogénea que anatémicamente representaria un
punto de integracion de la seleccion de respuesta y los procesos adaptativos (Verstynen 2014). Esta
area en humanos se encuentra dividida por medio de la capsula interna en caudado y putamen. Es
un area de integracion cortical y talamica (Grahn y cols. 2008, Hart y cols. 2014, Reig y Silberberg
2014, Yager, y cols. 2016) que también recibe proyecciones de la insula y la amigdala. La
informacion procesada en estas vias se encuentra modulada por dopamina mediante fibras

provenientes del AVT y sustancia nigra pars compacta (Pennartz y cols. 2009).
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Siendo que es importante considerar la similitud entre especies, Heilbronner y cols. (2016)
confirmaron la existencia de una homologia del estriado con primates no humanos y con la rata
observando una similitud en la recepcion de proyecciones de CCA, COF, amigdala y el hipocampo

(Di Martino y cols. 2008).
Estriado dorsal

Es considerada una estructura cerebral en la que convergen diferentes regiones corticales que
se separan en circuitos paralelos funcionales (descritos mas a detalle en la seccion 2.4) (Rock y
cols. 2016). Se encuentra dividido en ntcleo caudado y putamen. A grandes rasgos, se ha sefialado
que el nucleo caudado procesa la informacion cognitiva, mientras que el putamen integra los
elementos sensoriomotores de una conducta (Szczypka y cols. 2001, Yanike y Ferrera 2014). Tiene
un papel en el procesamiento motor y emocional (Carreti¢é 2009) y se ve involucrada en el
aprendizaje de las acciones y los resultados de la recompensa (Balleine y cols. 2007, Kurniawan y

cols. 2013)

En el conejo existe una configuracién anatémica similar a los humanos, ya que el caudado y
el putamen se encuentran separados por medio de la cépsula interna, lo que no se presenta en
roedores (Mufioz-Moreno, y cols. 2013). Con respecto a sus proyecciones, se ha visto que cuenta
con aferencias topograficas de la corteza, donde porciones dorsales y laterales de la corteza

proyectan hacia regiones dorsales y laterales del estriado (Pan y cols. 2010).
Caudado

Es una estructura que permite responder de forma flexible al medio ambiente, ademas de que
se activa frente a la presencia de una recompensa (Glenn y Yang 2012). Uno de sus roles
especificos es el control del movimiento y la velocidad con la que se realizan los movimientos
(Villablanca 2010). Con respecto a su implicacién en conducta materna, se ha visto que esta region
tiene neuronas que responden a la recompensa a corto plazo, ademas de que se encuentra
involucrado en el despliegue de la conducta romantica (Bartels y Zeki 2004, Haruno y cols. 2004,

Kim y cols. 2010).
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Putamen

Es un 4rea esencial para la regulacion de los movimientos y el desempefio de habilidades
motoras. Algo importante para mencionar es su relevancia para el establecimiento de
comportamientos dirigidos a una meta en roedores, primates no humanos y en humanos
(Laquitaine y cols. 2013, Sacchet y cols. 2017). Con respecto a las conexiones existentes en esta
area, se encontro que el putamen dorsal recibe proyecciones de la corteza motora y somatosensorial
y recibe proyecciones de la CPF dorsal, la corteza parietal, y el tdlamo dorsomedial (Alexander y

Crutcher 1990, Postuma y cols. 2006, Di Martino y cols. 2008).

En el caso de la conducta materna, hay una minima cantidad de informacion que considere su
participacion, ya que generalmente se considera el estriado dorsal como un todo. Sin embargo, lo
que se ha encontrado es su involucramiento en el comportamiento dirigido a una meta (Palmiter
2008; Henschen, y cols. 2013), la coordinacion e integracién sensoriomotora (Szczypka, y cols.

2001) y la recompensa (van der Meer y cols. 2010).
Estriado ventral

Aunque en la presente investigacion no se explor6 la activacion de esta region, es importante
conocerla, debido a la cantidad de aferencias de las areas prefrontales, asi como dopaminérgicas
del AVT. Se ha observado que esta region es un componente fundamental de los circuitos que
involucran la valoracion de la recompensa y de los aspectos apetitivos del comportamiento (Eagle

y cols. 1999, Fudge y Haber 2002).

El Nucleo Accumbens (NuAcc) es la estructura principal del estriado ventral. Usualmente se
divide en corteza y nticleo con respecto a las conexiones de sus fibras. Se sabe que presenta
conexiones Unicas con el hipotdlamo, asi como aferencias subcorticales desde la amigdala y el
globo palido (Graybiel 1997, Wansaw y cols. 2008). Sus proyecciones aferentes provienen de tres
lugares: una aferencia topografica de la COF y de la insula, una proyeccion importante del talamo
y una aferencia del tallo cerebral y de las células cerebrales dopaminérgicas (Kreitzer y Malenka

2008, Haber y Calzavara 2009, Haber, 2011).
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Llegado a este punto, es importante referir a la investigacion de Haber (2003, 2008) quien
anota que para entender como se establecen los comportamientos dirigidos a una meta se requiere
del procesamiento continuo de cadenas complejas de eventos que requieren de circuitos limbicos,
cognitivos y motores para su ejecucion que se representan de forma cortico-estriada y tdlamo-

cortical. Estos serdn explicados en la siguiente seccion.

2.4 Circuitos cortico-estriatales y talamo-corticales

Historicamente, se ha sugerido la existencia de dos circuitos, uno motor que se conecta por
medio del putamen y recibe aferencias de la corteza motora y sensoriomotora, y otro de asociacion
que pasa a través del ntcleo caudado (Alexander y cols. 1986). Estudios previos han mostrado
similitudes entre especies en la organizacion topografica de las proyecciones cortico-estriadas
(Burton y cols. 2015), en la rata éstas van de la corteza motora y sensoriomotora hacia el putamen
y de la corteza prefrontal hacia el estriado ventral (Voorn y cols. 2004, Francois y cols. 2014). En
el conejo, Carman y cols. (1963) localizaron un patrén general de conectividad donde regiones
mediales de la corteza proyectaban a regiones rostrales y dorsales del caudado, mientras que la

porcién mas lateral de la corteza proyectaba al putamen ventral (Fig. 9).

A grandes rasgos se puede hablar de tres circuitos clasicos: limbico (corteza prefrontal
ventromedial), asociativo (corteza lateral prefrontal) y motor (corteza motora-premotora)
(Strathearn y cols. 2008; Seger 2018). Estos circuitos se implican en la expresion del
comportamiento dirigido a una meta, en conducta innata y en formacion de habitos debido a su

conexiodn entre los ganglios basales y la corteza cerebral.

Con respecto a la segmentacion del procesamiento de informacion (Fig. 10), las areas del
estriado dorsal (caudado y putamen) procesarian funciones sensoriomotoras, como por ejemplo
conducta innata y de habito. Mientras que el estriado ventral (NuAcc) es asociado con funciones
limbicas y emocionales como la motivacion (Di Martino y cols. 2008, Takahashi y cols. 2008,

Mattfeld y cols. 2011, Burton y cols. 2015, Haber 2015, Morris y cols. 2016).
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Figura 10. Representacion de las diferencias con respecto a las areas involucradas en
los circuitos cortico-limbicos (Adaptado de Seger 2018).

Se ha visto que el comportamiento orientado a una meta se controla por medio de la
intervencion del estriado dorsomedial con la corteza prelimbica, la COF y el caudado, mientras
que el control de los habitos involucraria al estriado dorsal, el putamen y la corteza infralimbica
(Gruber y cols. 2012, Gillan y cols. 2015). El estriado sensoriomotor se ha considerado necesario
para realizar una transicién de un comportamiento instrumental y flexible a un habito, lo que
implica secuencias complejas de accion convertidas en respuestas ejecutables fluidas (Pennartz y

cols. 2009).

Antes de continuar, es preciso comentar acerca de la participacion de estos circuitos cortico-
estriatales en la conducta materna. Por ejemplo, en el caso de negligencia parental, se han
observado alteraciones en areas cerebrales de madres en quienes estimulos como lo serian el llanto
y las expresiones faciales, no logran establecer una respuesta positiva de acercamiento y consuelo.
Esta informacion resulta interesante porque implica vias que se comparten con otros
comportamientos como comportamiento sexual, sociabilidad, comportamiento agresivo y
consumo de drogas (Young y cols. 2011). Por lo que a continuacion se tocard brevemente la

influencia de los circuitos cortico-estriados en la enfermedad mental.
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2.5 Conectividad cortico estriada y su influencia en alteraciones psiquiatricas

Se ha considerado que ciertos desérdenes psiquiatricos son provocados por desbalances en
sistemas orientados a una meta y relacionados con habitos (Zapata y cols. 2010, Strathearn 2011,
Banca y cols. 2015). Entre ellos se encuentran el trastorno obsesivo-compulsivo (TOC), el
consumo de drogas la enfermedad de Parkinson, el déficit de atencion e hiperactividad (TDAH),

la depresion, asi como la esquizofrenia (Vandborg y cols. 2014, Van Velzen y cols. 2015).

Ante esto, se vuelve importante por medio de estudios con animales el conocer de qué forma
los circuitos cortico-estriatales participan en estas alteraciones generando informacion mas precisa
acerca de las areas que tienen una activacion inadecuada provocando conductas aberrantes y
perjudiciales (Hoffman 2015, Peters y cols. 2016, Wolmarans y cols. 2016, Schroeder y cols. 2016,
Stuchlik y cols. 2016, Szechtman y cols. 2017).

En el caso de la conducta materna, especificamente la conducta de acarreo de paja en la coneja
cuenta con algunos rasgos presentes en el TOC, como el hecho de realizar una conducta de forma
compulsiva hasta que percibe las sefiales para detenerse. De hecho, en humanos existen trabajos
que han observado que factores aun desconocidos asociados con la gestacion y el parto aumentan
la probabilidad de que se desarrolle algin aspecto del TOC que podrian desencadenar en
obsesiones que podrian afectar el bienestar del bebé (Maina y cols. 1999, Albert y cols. 2000,
Thorsen y cols. 2015).

Considerando lo mencionado en los parrafos anteriores, se cuentan con diferentes
herramientas para realizar un andlisis acerca de las 4reas cerebrales activas durante un
comportamiento en animales, pero una que permite detectar con alta precision espacial las
neuronas activas durante los primeros momentos de exposicion a un estimulo es por medio de

genes de expresion temprana. Este tema sera desarrollado a continuacion.
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2.6 Genes de expresion temprana (IEGs)

Para comprender de qué manera se transmite la informacion a través del Sistema Nervioso
Central (SN) es importante considerar a la neurona como la célula especializada para la
comunicacion dentro de un sistema complejo (Hoffman y cols. 1993, Hoffman y Lyo 2002). Una
caracteristica importante es su capacidad de mostrar cambios fenotipicos en respuesta a diferentes

estimulos y escenarios celulares que a su vez podrian clasificarse en respuestas tempranas y tardias

(Pérez-Cadahia y cols. 2011, Joo y cols. 2015).

Loebrich y Nedivi (2009) manifiestan que el SN utiliza una variedad importante de genes
como respuesta a la actividad con distintas propiedades celulares (Fig. 11), desde el acomodo del
citoesqueleto hasta cambios en la excitabilidad y modulacion de la fortaleza sinéaptica. El gen c-
Fos es considerado como un arquetipo del grupo de los genes de expresion temprana que codifican
factores de transcripcion (Morgan y Curran 1986, Kovacs 1998). Particularmente, la respuesta
temprana presenta una duracion de milisegundos a minutos, donde un primer mensaje interactia
con los receptores de la superficie celular que activan segundos mensajeros compuestos por
proteinas cinasas que realizan la fosforilacion de proteinas para ejecutar la respuesta y aseguran la

respuesta neuronal de vida corta (Chaudhuri y cols. 2000, Pérez-Cadahia y cols. 2011).

Estimulacién de Generacidon de Induccién de Genes
superficie celular segundos mensajeros de Expresion Temprana

Factores polipeptidicos b
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Figura 11. Tlustracion de la estimulacion de la superficie celular que provoca la generacion de segundos

mensajeros que lleva a la induccion de genes de expresion temprana (Adaptado de Curran y Morgan 1994).

36



Un grupo importante de IEGs se inducen después del aumento en la actividad de factores de
transcripcion como c-Fos, que a su vez llevaria a la expresion de un grupo de genes de expresion
tardia (Bading 2013, Joo y cols. 2015). Se ha propuesto la existencia de alrededor de 500-1,000
genes reguladores de actividad en el cerebro (Curran y Morgan 1986 1994, Staiger 2000).

Cabe senalarse que la actividad neuronal basal no es suficiente para inducir la expresion de
IEGs dentro de las neuronas (Kovacs 1998, Steiger 2006). Se ha encontrado que los cambios en
los niveles de transcripcion de mRNA de IEG ocurren en respuesta a estimulos fisioldgicos
(Kaczmarek y Nikolajew 1990, Sheng y Greenberg 1990, Hughes y Dragunow 1995, Loebrich y
Nedivi 2009). Es preciso resaltar que diferentes IEGs nucleares son regulados de manera distinta,
ya sea en el caso de c-Fos, JunB, NGFI-A o Fos B (Duncan y cols. 1996, Berretta y cols. 1997,
Pérez-Cadahia y cols. 2011).

Kovacs (1998) ha senalado que la proteina c-Fos tiene como caracteristica fundamental su
induccion rapida en respuesta a estimulos agudos. Existen dos caracteristicas que la vuelven una
excelente herramienta para el mapeo cerebral: a) su bajo nivel de transcripcion en condiciones
basales y b) su induccion bajo un rango de estimulacion transinaptica y transcripcional. Se ha
observado que la expresion maxima de la sefial de c-Fos se da alrededor de 1 hora posterior a la
presentacion del estimulo, debilitindose conforme se acerca a la segunda hora posterior y
desaparece de forma gradual del nucleo de la célula entre 4 y 6 horas después del tratamiento

(Steiger 2006, Kovacs, 1998, Gao y Ji 2009).
Conducta materna y expresion de proteina c-Fos

En ese punto debe considerarse la expresion de c-Fos puede observarse como consecuencia de
la actividad maternal (Fig. 11), especificamente el olfatear, lamer o acurrucarse con los crios.
Puede notarse que el conjunto de hormonas, neurotransmisores y estimulacion generarian un
aumento de su expresion en estructuras como lo seria el APOm, BNST, NuAcc, corteza prefrontal,
olfatoria y somatosensorial, ademas de la amigdala (Fleming y cols. 1999). Por otra parte, un
estudio realizado por Gonzalez-Mariscal y cols. (2009) en el que cuantificaron el niumero de
células inmunorreactivas en estructuras cerebrales involucradas en el amamantamiento diario,
encontraron que aumentd en dreas como septum lateral, nucleo supradptico y nucleo

paraventricular.
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Figura 12. Modelo de transduccion de vias de sefializacion que dirigen la expresion de c-Fos maternal.
(Adaptado de Fleming y cols. 1999)

Completando esta seccion que otorga evidencia de la utilidad de esta técnica en diferentes
contextos, un experimento realizado sobre alertamiento y respuesta autondémica, Valdés, y cols.
(2006) evaluaron la actividad del area infralimbica 2 horas después de dar alimento a ratas que
habian pasado por un ayuno de 24 horas, hallando actividad en esta area después de consumir
alimento, lo que indicaria su participacién en el procesamiento de sefales motivaciones para

responder a comportamientos de tipo apetitivo.

Finalmente, cabe sefalar que estos ejemplos fortalecen el uso de la medicion de c-Fos en
diferentes grupos de investigacion para obtener una ubicacion espacial bastante detallada de areas

cerebrales especificas durante la realizacion de una conducta.
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3. JUSTIFICACION

Este trabajo tuvo como finalidad proveer informacion acerca del sustrato neuronal activo en
una conducta innata como lo es la conducta de acarreo de paja en la coneja. Esto se realizod
explorando ciertas regiones de la corteza prefrontal y el estriado dorsal, que no se han investigado
anteriormente midiendo la proteina c-Fos. La seleccion de estas areas se debid a que forman parte
de los llamados circuitos cortico-estriatales que se encuentran involucrados en procesos

motivacionales, de iniciacion del comportamiento y de seleccion de acciones.

Los resultados obtenidos podrian relacionarse a dos niveles: (1) conducta materna
considerando que en madres humanas las regiones activas en respuesta a estimulos especificos
como el llanto de su bebé generan actividad en algunas de las regiones observadas en este trabajo
como los seria la corteza orbitofrontal, el caudado y el putamen y (2) trastornos psiquiatricos, ya
que se ha observado la existencia de un desbalance de los sistemas neuronales encargados de la
modulacion entre una conducta dirigida a una meta y la inflexibilidad presente en la expresion de
habitos y la conducta innata. Se propone la existencia de un posible circuito cortico-estriatal para

la ejecucion de esta conducta.

4. HIPOTESIS

El inicio y ejecucion del comportamiento de acarreo de paja se encuentra asociado con un

aumento en la expresion de la proteina c-Fos en componentes del circuito cortico-estriatal.

S5.0OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar cudles regiones del circuito cortico-estriatal se encuentran activas durante el

inicio del comportamiento de acarreo de paja en la coneja con experiencia materna.

5.2 Objetivos especificos

1. Analizar las diferencias comportamentales entre los grupos gestante y estro con respecto a

la interaccion con paja, asi como con comportamientos generales sin la presencia de paja.
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2. Medir la expresion de c-Fos en las regiones de CPF (CCA, érea infralimbica, area
prelimbica, corteza piriforme, COF, corteza agranular motora) en el inicio de la conducta

de construccion del nido.

3. Medir la expresion de c-Fos en las regiones del estriado dorsal (nticleo caudado y putamen),

asi como de la corteza motora y sensorial en el inicio de la conducta de acarreo de paja.

6. METODOLOGIA

6.1 Animales
Se trabajo con 36 conejas adultas (Oryctolagus cuniculus) de 6 a 24 meses de edad

provenientes de la colonia mantenida en el Centro de Investigacion en Reproduccion Animal,
Laboratorio Totolac, Tlaxcala. Esta colonia se mantiene en un bioterio con condiciones de
temperatura ambiente (15-25°C) con un ciclo de luz de 14 horas de iluminacién por 10 horas de

oscuridad, y con alimento comercial para conejo (Rabbit Chow Purina) y agua ad libitum.

Durante el experimento, las conejas fueron alojadas individualmente en jaulas maternales
(90cm de largo x 60 de ancho % 40 de alto), que tenian una caja de madera (49 cm x 28 cm x 27
cm) con una entrada (un agujero redondo de 22 cm de didmetro) cortado al frente de la misma.
Todas las conejas tenian experiencia maternal previa (al menos una gestacion). Del total de ellas
(n=36), 21 fueron asignadas a los grupos experimentales de conejas gestantes y 15 fueron

asignadas a los grupos experimentales de conejas en estro (no-gestantes).

Grupos de tratamiento

Las conejas que correspondieron a los grupos gestantes (n=21) se aparearon con un macho
con experiencia sexual (dia 0 del experimento). Las otras conejas del estudio (estro; n=15) no
fueron apareadas, pero fueron alojadas bajo las mismas condiciones de las conejas gestantes.
Ninguna de las hembras gestantes o en estro tuvo contacto con la paja durante los dias 0 — 27 del
experimento. Este trabajo se apegd a la Ley de Proteccion Animal y fue aprobado por el comité de

ética animal de la Universidad Auténoma de Tlaxcala.
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6.2 Pruebas conductuales

En el dia 28 del experimento (entre las 8:00 y 10:00 de la mafiana), una videocamara se
coloc¢ frente a la jaula para realizar la grabacidon del comportamiento. En el tiempo 0 min se coloca
la paja dentro de la jaula. La videocamara se inici6 inmediatamente antes de realizar una de las
siguientes manipulaciones experimentales: (1) gestante+paja: colocar paja (aproximadamente 200
g) dentro de la jaula. Se le permitid a la hembra interactuar con la paja durante 30 min, pasado ese
tiempo, se quito toda la paja que se encontraba en la jaula y dentro de la caja nido. (2) gestante: no
se le proporciond paja a la coneja gestante. El comportamiento se videograb6 durante una hora.
(3) estrot+paja: se colocd paja (aproximadamente 200 g) dentro de la jaula de la coneja en estro y
se le permitio a la hembra interactuar con la paja durante 30 min, pasado ese tiempo, se quito toda
la paja que se encontraba en la jaula y dentro de la caja nido. (4) estro: no se le proporcioné paja a

la hembra en estro. El comportamiento se videograbo durante una hora.

En todos los grupos, en t=60 min se termind la grabacion por video y se inicid el
procedimiento de perfusion. Se realizaron dos experimentos. El experimento 1 se conformo de 24
animales, 6 animales por cada grupo experimental (gestante+paja, gestante, estro+paja, estro). El
objetivo principal de este experimento fue caracterizar, en la corteza prefrontal, la expresion de c-

Fos asociada con la conducta de acarreo de paja.

En el caso del experimento 2, su objetivo fue caracterizar la expresion de c-Fos en el
estriado, corteza motora y corteza somatosensorial. En el experimento 2 se incluyeron, hasta donde
fue posible, tejidos cerebrales provenientes de animales de experimento 1. Por lo tanto, cada grupo
del experimento 2 se conformo6 de tejido cerebral de 3 animales provenientes del experimento 1,
mas 3 animales. Cabe puntualizar que todos los animales fueron incluidos en el analisis de la
conducta (Tabla 1). Los datos comportamentales de todos los animales (Experimentos 1 y 2) fueron

combinados para el analisis estadistico final.
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Grupos

Estro

Gestante

Estro+Paja

Gestante+Paja

Experimento 1: c-

Fos

6

6

6

Experimento 2: c-

Fos

3 anteriores + 3

nuevos = 6

3 anteriores + 3

nuevos = 6

3 anteriores + 3

nuevos = 6

3 anteriores + 3

nuevos = 6

Analisis de

9

9

9

9

Comportamiento

Tabla 1. Datos comportamentales de los animales utilizados en los experimentos de c-Fos.

6.3 Procedimiento quiruargico

Perfusion para inmunohistoquimica para c-Fos

Las conejas inicialmente fueron anestesiadas con Xilazina (30mg/1.5ml; 1.M.) como
relajante muscular, 10 minutos después se les inyectdé Ketamina (150mg/1.5ml; I.M.) como
anestésico y 2 minutos después se inyectaron 10,000 IU de heparina intravenosa (I.V.) para evitar
la formacion de codgulos durante la perfusion. Cuando la coneja se encontraba totalmente
anestesiada se realiz6 el sacrificio por medio de una sobredosis de pentobarbital sédico

(260mg/4ml; 1.V.).

Inmediatamente después del sacrificio se realizo una perfusion salina transcardiaca usando
el siguiente procedimiento: se abrio el abdomen y el torax para exponer el corazon, se insertd un
catéter conectado a una bomba de perfusion en el ventriculo izquierdo y se cort6 la auricula derecha
para bombear aproximadamente 1 L de NaCl 0.9 en H,O desmineralizada durante media hora,
después se cambio la solucion por paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos 0.1M pH 7.4

durante media hora.

En el dia que se realiz6 la perfusion, el cerebro del animal permanecié dentro del craneo a
temperatura ambiente. Al dia siguiente se saco el cerebro del craneo y se colocé en un frasco con
sacarosa al 10% en buffer de fosfatos 0.1M. Una vez que el cerebro se hundi6 en el frasco, se
cambid la solucion al 20%, y cuando se hundié nuevamente se pas6 a un frasco con solucion al
30%. Cuando el cerebro se encontré completamente hundido en esta solucién (éste ya se
encontraba crioprotegido) y se procedio a su corte en el criostato. El cerebro fue cortado en 4
bloques con orientacidon coronal usando una matriz para cortar cerebro de conejo (Ted Pella, Inc.,

USA) con un grueso de aproximadamente 8mm. El primer bloque incluy¢ la corteza prefrontal, el
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segundo incluy¢ el estriado dorsal; el tercero el tAlamo y el cuarto el cerebelo. Los bloques fueron

congelados y mantenidos a las -20°C hasta el momento de seccionarlos.

6.4 Secciones e identificacion de regiones cerebrales

Los cerebros fueron seccionados utilizando un criostato Leica CM 1860 a -20° C utilizando
un grosor de 40 pm. Las secciones que se colectaron para el trabajo con CPF se obtuvieron a partir
de un primer corte (40 um) localizado en el lugar donde los pedtinculos olfatorios se fusionan con
la corteza prefrontal hasta llegar al punto donde aparece el cuerpo calloso. Las secciones obtenidas
se almacenaron en crioprotector (a base de sacarosa, etilen glicol, polivinilpilorridona, cloruro de

sodio y agua) a -20°C.

Las secciones procesadas que fueron elegidas de forma aleatoria considerando que todas
las secciones de tejido estuvieran completas, lo que significa que no se hubieran dafado por el
proceso de inmunohistoquimica. Las secciones de la CPF y el estriado dorsal fueron procesadas
por medio de un proceso de inmunohistoquimica para c-Fos, conforme al protocolo descrito
previamente (Gonzalez-Mariscal y cols. 2009). Aproximadamente se procesaron 8 secciones de

cada animal. El resto de las secciones se conservan en crioprotector.

6.5 Proceso de inmunohistoquimica

Este proceso comenzé realizando 3 enjuagados de las secciones en buffer de fosfatos 0.1
(con una duracion de 5 min c/u). Después se removieron las peroxidasas endogenas del tejido por
medio de su enjuagado en agua oxigenada (0.5%) durante 10 minutos y después se realizaron 3
lavados en buffer de fosfatos 0.1M. El bloqueo de reacciones no especificas se realizd con suero
normal 0.1M en buffer de fosfatos-Tritén 0.1% (PBT) durante una hora. Después de ese tiempo,
se extrajo la solucion de bloqueo y se incub¢ el anticuerpo primario policlonal sc-52 contra la
proteina c-Fos (hecho en cabra; Santa Cruz Biotechnology; USA) con una dilucion 1:2000 que se

mantuvo en refrigeracion durante 48 horas.

Después 48 horas, se extrajo la solucion de anticuerpo primario policlonal y se lavaron las
secciones 3 veces con PBT 0.1%. Al terminar, se realizo la incubacion durante 1 hora en una
solucion de anticuerpo secundario biotinilado (10 ml buffer de fosfatos 0.1M, 1% suero normal y
50 pul de anti-cabra anticuerpo biotinilado, hecho en conejo; Vectastain Elite ABC Peroxidase Kit;

USA). Inmediatamente después se lavaron 3 veces con PBT 0.1%. Al finalizar este paso, se
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incubaron durante una hora en la solucion ABC consistente en 100 pl de reagente A (avidina) y
100 pl de reagente B (peroxidasa H biotinilada) en 10 ml en PBT 0.1%, y nuevamente se lavaron

las secciones 3 veces con PBT 0.1%.

Para la realizacion del paso que involucra la Diaminobencidina (DAB) se utilizo el kit de
Vector Laboratories (USA) el cual produce una reaccion café en presencia de la enzima peroxidasa.
Su preparacion fue usando 168 pl de solucion buffer, 200 pl de solucion DAB, 160 pul de solucion
de perdxido de hidrogeno y 160 pl de solucion nickel en 10 ml de agua desmineralizada. Esta
solucion se incubd durante 10 minutos. Al terminar se lavaron las secciones en agua durante 5

minutos.

Al terminar el proceso de DAB, se procedio a montar el tejido en laminillas preparadas con
gelatina bacteriologica. Después se dejaron secar durante 72 horas para realizar el proceso de
deshidratacion de tejido por medio de alcoholes y colocarlas en un medio de montaje basado en

una resina sintética (Entelan; Merck, Alemania) para su conservacion.

6.6 Cuantificacion del marcaje de c-Fos

Una vez que se tuvieron los cortes de tejido cerebral en laminillas, se tomaron dos
microfotografias (cada una de una seccion diferente) de manera pseudoaleatoria (considerando que
las secciones estuvieran completas y correspondieran al plano de orientacion seleccionado sin
observarlas bajo el microscopio) usando un objetivo 4x abarcando un rectingulo de dimensiones

de 1.7 x 2.2 mm (n=36).

Las secciones de la corteza prefrontal fueron seleccionadas de acuerdo a los planos de
orientacion #280 (COF) al #320 (todas las demads regiones) del Atlas del cerebro del conejo
doméstico (Universidad de Wisconsin-Madison/ coleccion comparativa de cerebros de

mamiferos/http://neurosciencelibrary.org/Specimens/lagomorpha/domesticrabbit/sections/thumb

nail.html). Mientras que las secciones del estriado dorsal fueron seleccionadas considerando el

plano de orientacion que correspondio al plano #540 del atlas mencionado anteriormente.

Las regiones de analisis considerando todas las secciones procesadas fueron: corteza
cingulada anterior, area prelimbica, area infralimbica, area premotora, corteza piriforme, corteza
orbitofrontal, corteza motora, corteza somatosensorial, nucleo caudado (dorsal, medial y ventral)

y putamen (dorsal, medial, ventral).
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Las regiones que integran a la CPF en la coneja (Fig. 13) son corteza cingulada anterior, area
infralimbica, area prelimbica y corteza motora (Buchanan y cols. 1994). Por otra parte, en el caso
de la corteza orbitofrontal, la corteza somatosensorial y la corteza motora se consideraron trabajos

previos realizados en el conejo (Fleischhauser 1980, Gould 1986, Mufoz-Moreno y cols. 2013).
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Figura 13. Fotomicrografia de una seccion coronal de la corteza medial prefrontal del conejo

(Adaptada de Wisconsin Brain Rabbit Atlas).

6.7 Neuroanatomia de la CPF y el estriado dorsal en el conejo

Especificamente, el presente estudio estuvo inicialmente orientado hacia la exploracion de
aquellas areas que correspondian a la CPF y en segundo lugar a las que forman parte del estriado
dorsal, que junto con la CPF podrian establecer un circuito cortico-estriatal. Estas regiones se
encuentran organizadas en una manera semejante con respecto a sus aferencias y eferencias en
rata, monos y humanos (Ongur y Price 2000). Una de las particularidades de las regiones de la
corteza cerebral en el humano, primate no-humano, roedores, y en el conejo es que cuentan con
proyecciones segregadas topograficamente, las cuales se dirigen a regiones del estriado dorsal

correspondientes al caudado y al putamen.

En el caso del conejo, Carman y cols. (1963) observaron que (Fig. 14) regiones de la corteza
proyectaban a regiones especificas del caudado y el putamen, la cual podria dividirse en porciones
dorsales y ventrales. De igual forma, se observo que regiones amplias de la corteza envian fibras

hacia el estriado y regiones del estriado reciben aferencias corticales.

El estriado cuenta con un alto grado de organizacioén en dimensiones anteroposteriores, la
region frontal de la corteza se relaciona con la cabeza del caudado y la parte rostral del putamen,

mientras que la parte medial del hemisferio proyecta exclusivamente hacia la parte dorsal del
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caudado y las partes mas laterales de la corteza envian fibras hacia el caudado y el putamen. Esto
indica que la corteza proyecta hacia ambas subdivisiones del estriado de una manera ordenada

(Carman y cols. 1963).

Caudado

Putamen

Figura 14. Representacion esquematica de la conectividad cortico-estriada en el conejo. (A) Seccion
coronal y (B) Vista dorsal. Los colores y patrones de disefio muestran las areas del estriado que recibe

proyecciones de la corteza. (Adaptado de Carman y cols. 1963).

En el conejo, de manera funcional, una parte del 4rea somatosensorial (Fig. 15) representa a la
region de los labios y la nariz (Gould 1986), mientras que la corteza motora primaria (drea

precentral 1) se asocia con los musculos de los ojos y el torso (Fleischhauer 1980).

Figura 15. Fotomicrografia de una seccion sagital de la corteza del conejo en un nivel correspondiente al
estriado dorsal donde las cajas corresponden a las regiones muestreadas de cada una de las areas analizadas en
este estudio. a. putamen dorsal, b. caudado dorsal, c. putamen ventral, d. caudado ventral, g. motora, h.
somatosensorial (Adaptada de Wisconsin Brain Rabbit Atlas).
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Considerando lo anterior y particularizando un poco mas acerca de estas conexiones entre areas
cerebrales, se ha visto que las regiones de la CPFm del conejo presentan proyecciones a otras areas
de la siguiente forma: (1) la corteza infralimbica (BA 25) proyecta hacia el caudado y el estriado
ventral (incluyendo el caudado ventral y Nucleo Accumbens), (2) la corteza prelimbica (BA 32)
hacia las porciones dorsomediales del caudado y (3) la CCA (BA 24) hacia el caudado dorsomedial
y el putamen. Con respecto al resto de las regiones de la CPF, la COF cuenta con proyecciones
hacia el putamen ventral, mientras que la corteza premotora y motora proyectan hacia regiones

dorsales del caudado y el putamen (Carman y cols. 1965, Buchanan y cols. 1994).

El muestreo de las areas de la corteza prefrontal se realizo de la siguiente manera: CCA,
un rectangulo horizontalmente orientado (dimensiones 1.58 mm X 0.76 mm) centrado adyacente a
la punta del cuerpo calloso; corteza prelimbica, un rectdngulo (dimensiones 1.26 x 0.61 mm)
centrado ventralmente a la CCA y lateralmente al cuerpo calloso; corteza infralimbica, un
rectangulo horizontal (dimensiones 1.17 x 0.44 mm) posicionado a un lado de la parte inferior del
ventriculo lateral y ventralmente a la corteza prelimbica; corteza piriforme, un rectangulo
(dimensiones 1.31x 0.48 mm) cubriendo la parte central de la corteza piriforme lateral; COF, un
rectangulo horizontal (dimensiones 1.17 % 0.53 mm) centrado en el banco dorsal del surco
olfatorio; y la corteza premotora, un rectangulo horizontal (dimensiones 1.5 x 0.9 mm), centrado
dorsalmente a la parte superior del cuerpo calloso. Las areas muestreadas de la corteza motora y
corteza somatosensorial corresponden a rectangulos verticalmente orientados (dimensiones 0.54
mm? x una longitud variable, que corresponde a la distancia desde la superficie cortical hacia el

cuerpo calloso).

El nucleo caudado fue dividido en dos secciones: caudado dorsal: una elipse orientada
horizontalmente (dimensiones 1.53 x 1.28 mm) centrada adyacente a la punta de la capsula interna;
caudado ventral: una elipse orientada horizontalmente (dimensiones 1.06 % 1.15 mm) centrado
medialmente a la parte inferior de la capsula interna y lateral a la parte ventral del ventriculo lateral.
Para la region del putamen, éste se dividid en dos secciones: putamen dorsal: un rectangulo
verticalmente orientado (dimensiones 1.0 x 1.6 mm) centrado ventral al cuerpo calloso y situado
entre la capsula interna y externa; putamen ventral: una elipse horizontalmente orientada
(dimensiones 1.35 x 1.55) centrada lateralmente a la parte inferior de la capsula interna y

dorsalmente a la comisura anterior (Ver figura 6).
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El conteo de células marcadas por el anticuerpo c-Fos se realizd utilizando las
fotomicrografias obtenidas anteriormente. Primero, éstas fueron codificadas para ocultar la
identidad del animal, asi como su grupo experimental. Por medio del software ImagePro Plus 5.1
se ubico un area de dimensiones fijadas previamente sobre el area de interés dentro del
fotomicrografia, conforme a puntos de referencia especificados. Los parametros del programa
utilizados para la seleccion de las células para el conteo consideraron el area (75-600) y el aspecto
(1-3), ademas de que se consideraba la seleccion del color de la célula en negro con un contraste
de fondo claro. La densidad del marcaje de c-Fos fue calculado como el ntimero de células
marcadas dividida por el drea de muestreo total (expresada como un nimero de células por mm?;

van Hasselt y cols. 2012).

6.7 Analisis comportamental

Las videograbaciones fueron analizadas de acuerdo al comportamiento observado en de la
conducta de acarreo de paja, de éste se obtuvieron las siguientes variables considerando cada uno
de los ciclos realizados para construir un nido dentro de la caja nido desde el primer momento en
que se colocd la paja en la jaula de las conejas gestantes. Estos fueron comparados con los

comportamientos que presentaron las conejas en estro que también interactuaron con paja.

1. Latencia para interactuar con paja: esta variable se midi6 en segundos y consistio en
el tiempo que tarda la coneja para tener contacto con la paja, ya sea con las patas u

boca.

2. Latencia para entrar a CN con paja: se midi6 en segundos y consistio en el tiempo que

tardo para entrar por primera vez en CN con paja que colectd en la boca.

3. Cantidad de ciclos realizados: se midi6 en las veces que la coneja salia de CN después

de depositar paja dentro de ella.

De igual forma, se realizo6 el anélisis de los comportamientos de las conejas gestantes y en

estro que no interactuaron con la paja en ningin momento.

1. Entradas y salidas de CN durante 1 hora: se contabilizaron las veces que la coneja
entraba y salia de CN durante el tiempo senalado, ella tenia que entrar de cuerpo entero

a CN y salir de ésta.
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2. Veces que come alimento durante I hora: se contabilizaron el nimero de veces que la

coneja ingeria alimento del comedero por mas de 5 segundos.

3. Veces que bebe agua durante 1 hora: se contabilizaron el niimero de veces que la coneja

tomaba agua de la botella colocada en la jaula.

4. Veces que se acerca al comedero durante 1 hora: se contabilizaron las veces que la

coneja acercaba la boca al comedero sin ingerir alimento.

6.8 Analisis estadistico

6.8.1 Comparacion entre grupos con células inmunorreactivas a c-Fos

Se realiz6 una ANOVA de dos vias para analizar los datos de la expresion de c-Fos
(Sigmaplot version 11), considerando los efectos principales o variables independientes, estado
reproductivo y la presencia/ausencia de paja. Debe apuntarse que el factor de estado reproductivo
cuenta con dos niveles: gestante y no gestante, mientras que el factor de paja presenta también dos
niveles: presencia y ausencia de paja. La densidad de células inmunoreactivas para c-Fos seria

considerada como variable dependiente.

Debido a que se deseaban realizar comparaciones multiples entre grupos, éstos se
realizaron usando la prueba Holm-Sidak que considera s6lo 4 comparaciones por pares, en el
presente estudio fueron los siguientes: (1) gestantet+paja vs estro+paja, (2) gestantet+paja vs
gestante, (3) estrot+paja vs estro, (4) estro vs gestante. Los intervalos de confianza fueron
calculados para las medias utilizando el programa SPSS version 15 (Windows, IBM). Con respecto
a los andlisis correlacionales de la expresion de c-Fos y los datos comportamentales, estos se

realizaron utilizando una prueba de correlacion de rangos Spearman.

Los datos comportamentales se analizaron utilizando la prueba no paramétrica U de Mann
Whitney para la comparacion entre grupos gestante y estro (gestante+paja vs estro+paja; gestante

vs estro). En todos los casos, la significancia estadistica fue asumida donde p<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Conducta
7.1.1 Respuesta conductual de hembras gestantes y en estro a la paja

A continuacion, se presentaran las comparaciones entre animales gestantes y en estro
respecto a su interaccion con paja durante 30 minutos (t = 0 — 30 min). Se observaron diferencias
en la forma en que las conejas se comportaban dependiendo de su estado reproductivo. En la figura
16 se presenta la comparacion entre conejas gestantes y no gestantes mostrando la latencia para
interactuar con la paja después de colocarse en la jaula. Se puede observar que el grupo gestante

es el que interactia mas rapidamente con ella.
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Figura 16. Latencia en segundos para interactuar con la paja entre grupo gestante y estro (n=9). G
denota gestante y E denota estro. Los bordes superior e inferior representan el percentil 75 y 25,
respectivamente. Los bigotes superiores e inferiores representan el percentil 90 y 10, respectivamente.

Asterisco doble denota p<0.01.

En la figura 17 se presenta la latencia para comenzar el ciclo de acarreo de paja, puede
observarse que el grupo en estro no presenta este patron conductual durante los 30 min que durd

la interaccion con la paja (1800 segundos).
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Figura 17. Latencia en segundos para colectar paja en grupos gestante y estro con paja (n=9). G denota
gestante y E denota estro. La linea horizontal dentro de la caja representa la mediana, y los bordes superior e
inferior representa el percentil 75 y 25, respectivamente. Los bigotes superiores e inferiores representan el

percentil 90 y 10, respectivamente. Asterisco doble denota p<0.01

La figura 18 muestra la latencia para entrar en la caja nido acarreando paja. Se puede observar que
el grupo de las conejas en estro no mostraron la conducta de acarrear paja durante los 30 minutos

que se mantuvo la paja dentro de la jaula.
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Figura 18. Latencia para entrar a la caja nido con paja en grupos gestante y estro con paja (n=9). G denota
gestante y E denota estro. La linea horizontal dentro de la caja representa la mediana, y los bordes superior e
inferior representa el percentil 75 y 25, respectivamente. Los bigotes superiores e inferiores representan el
percentil 90 y 10, respectivamente. Asterisco doble denota p<0.01.
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La figura 19 muestra la latencia de los animales pertenecientes al grupo gestante para
terminar el primer ciclo de acarreo de paja, en el caso de los animales en estro, ellos no realizaron

ningun ciclo (1800 segundos).
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Figura 19. Latencia para terminar ciclo en grupos gestante y estro con paja (n=9). G denota gestante y E
denota estro. La linea horizontal dentro de la caja representa la mediana, y los bordes superior e inferior
representa el percentil 75 y 25, respectivamente. Los bigotes superiores e inferiores representan el
percentil 90 y 10, respectivamente. Doble asterisco denota p<0.01.

La figura 20 muestra la cantidad de ciclos realizados en cada uno de los grupos durante 30
minutos. El grupo en estro que tuvo contacto con paja no realizd ningin ciclo durante los 30

minutos.

52



]
(=1
i

-
L]

[3.4]

Cantidad de ciclos realizados durante 30 min
—

(=]

G+Paja E+Paja

Figura 20. Cantidad de ciclos realizados durante 30 minutos (n=9). G denota gestante y E denota estro. La
linea horizontal dentro de la caja representa la mediana, y los bordes superior ¢ inferior representa el percentil
75 y 25, respectivamente. Los bigotes superiores e inferiores representan el percentil 90 y 10,
respectivamente. Doble asterisco denota p<0.01.

7.1.2 Comportamientos de conejas gestantes y en estro sin presencia de paja

En la siguiente figura (Fig. 21) se muestra el nimero de veces que las conejas entraron y
salieron de la caja nido durante 1 hora, se observa que no existieron diferencias entre ambos grupos
(a). También se muestra el nimero de veces que realizaron el comportamiento de comer o beber
donde se observa una diferencia entre los grupos en la conducta de ingerir alimento, pero no asi
en la de tomar agua (b/c). En cuanto el nimero de entradas a la caja nido durante 1 hora, no se

encontraron diferencias entre los grupos (d).
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Figura 21. Variables comportamentales de conejas gestantes sin tener acceso a paja en dia 28 de la
gestacion (n=9) (a) Numero de entradas y salidas de caja nido durante 1 hora. (b) Nimero de veces
que comieron durante 1 hora. (¢) Numero de veces que bebieron durante 1 hora. (d) Numero de
veces que se acercan al comedero durante 1 hora. Asterisco sencillo denota p<0.05 y asterisco doble
denota p<0.01. Linea horizontal dentro de la caja representa la mediana, bordes superior e inferior
corresponden a percentil 75 y 25 respectivamente, bigote superior e inferior corresponden a

percentil 95 y 5 respectivamente.
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7.2  Expresion de c-Fos en las regiones del circuito cortico-estriatal

Se analizo la expresion de la proteina c-Fos usando una ANOVA de 2 vias con la expresion
de c-Fos (densidad de células marcadas por mm?) en las regiones cerebrales de interés como
variable dependiente, y la paja (presente o no presente durante t= 0-30 min) con el estado
reproductivo (gestante o estro) como factores independientes. Se consideraron los efectos

principales y sus interacciones.
7.2.1 Corteza prefrontal

Las regiones de la corteza prefrontal (CPF) de las que se realizd el andlisis estadistico
fueron: corteza orbitofrontal, 4rea prelimbica, area infralimbica, corteza cingulada anterior, corteza
agranular motora y corteza piriforme. A continuacion, la tabla 2 muestran los efectos principales

del estado reproductivo, la presencia de paja y su interaccion en las regiones de la CPF.

COF CCA Piriforme Premotora Prelimbica Infralimbica
Estado F(1)=5.0, F(1)=1.6, F(1)=0.4, F<0.001, F(1)=0.07, F(1)=0.7,
reproductivo p=0.04 p=0.2 p=0.5 p=0.99 p=0.8 p=0.4
Paja F(1)=14.7, F(1)=26.9, F(1)=50.8, F(1)=17.8, F(1)=5.3, F(1)=10.3,
p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p=0.03 p=0.004
Edo. F(1)=15.8, F(1)=5.6, F(1)=16.3, F(1)=3.5, F(1)=4.7, F(1)=4.2,
Reproductivo p<0.001 p=0.03 p<0.001 p=0.08 p=0.04 p=0.05
X Paja

Tabla 2. Analisis de ANOVA de 2 vias considerando sus efectos principales de estado reproductivo
(gestante, estro) y paja (presencia, ausencia) y sus interacciones con las regiones de la CPF. Efectos

estadisticamente significativos se encuentran marcados con negritas.

En la siguiente tabla (Tabla 3) se presentan los efectos principales, el error estandar de la
media y las comparaciones post-hoc (Holm Sidak) de las areas de la CPF. En ella se puede
observar que la gestacion aument? la respuesta de la COF, piriforme y CCA a la paja, por lo que
existid un aumento de marcaje c-Fos en las regiones consideradas en hembras gestantes que
interactuaban con paja comparadas con las que se encontraban estro con paja. Es importante
sefialar que los animales gestantes acarrearon paja y los animales en estro no lo hicieron, por lo

que las areas mencionadas se asocian con la conducta de acarreo de paja.
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COF CCA Piriforme | Premotora Prelimbica | Infralimbica
EFECTOS Gestante 171.5° 113.4 117.6 91.4 114.4 126.2
PRINCIPALES
Estro 114.22 91.0 107.0 91.4 106.7 110.7
Error Est. 18.2 12.6 11.2 13.8 20.1 13.1
Paja 192.5° 148.2° 168.7° 132.8° 143.2° 148.1°
No paja 93.3b 56.2° 55.9b 50.1° 78.0° 88.8P
Error Est. 18.2 12.6 11.2 13.8 20.1 13.1
INTERACCION
Gestante Paja 2722b 180.3% 206.0% 151.1# 177.8% 174.8°
No Paja 70.8° 46.4* 29.1ad 31.92 51.0° 77.7°
Estro Paja 112.7° 116.1° 131.4% 114.5 108.6 121.5
No Paja 115.8 65.9 82.6% 68.3 104.9 99.9
Error Est. 25.7 17.8 15.8 19.6 28.5 18.5

Tabla 3. Densidades de marcaje c-Fos de la CPF (medias marginales estimadas) correspondiente a

efectos principales de estado reproductivo, paja y sus interacciones. Letras superindices representan

comparaciones estadisticamente significativas (p<0.05). Una misma letra en dos grupos distintos sefala

que la comparacion es significativa.

A continuacion, se muestra la representacion grafica de los resultados (Fig. 22)

correspondientes a la CCA y la COF. En términos generales, la CCA que se encuentra implicada

en procesos atencionales y la COF en la integracion de informacion multisensorial y en la

flexibilidad del comportamiento. La COF present6 un efecto del estado reproductivo (p=0.04) y

de la paja (p<0.01), mientras que la CCA sdlo presentd un efecto de la presencia de paja (p<0.01)

(Tabla 2), ambas mostraron una interaccion significativa entre estado reproductivo y paja (p<0.01;

p=0.03). El analisis post-hoc mostrd una diferencia significativa entre el grupo gestante y paja,

comparada al grupo gestante sin paja (Fig. 22; Tabla 3).
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Figura 22. Diferencias en la densidad del numero de células inmunorreactivas a c-Fos (n=0) entre
grupos de andlisis con respecto a la corteza cingulada anterior (a) y corteza orbitofrontal (b). La
barra muestra la media y los bigotes sefialan el error estandar de la media. Doble asterisco denota

p<0.01.

A continuacién, se presentan las siguientes graficas que muestran las diferencias de
densidad de marcaje que corresponden a las areas de la corteza prefrontal medial (area prelimbica
e infralimbica) que se han visto involucradas en la activacion e inhibicion de comportamientos.
Ambas regiones mostraron efectos principales de la paja, pero no del estado reproductivo (Tabla

2), ademas de que mostraban una interaccion entre estado reproductivo y paja (p=0.04; p=0.05).
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El analisis post-hoc mostrd una diferencia significativa entre el grupo gestante y paja, comparada

al grupo gestante sin paja (Fig. 23; Tabla 3).
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Figura 23. Diferencias en la densidad del numero de células inmunorreactivas a c-Fos (n=6)

entre grupos de analisis con respecto al area prelimbica (a) e infralimbica (b). La barra muestra

la media y los bigotes sefialan el error estandar de la media. Asterisco sencillo denota p<0.05.
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En el caso de la corteza piriforme, existe una interaccion entre estado reproductivo y paja
(p<0.001; Tabla 2). Por otro lado, el area premotora que se encarga de la preparacion de la respuesta
motora mostro un efecto principal en la presencia de paja (p<0.001), sin que exista un efecto del
estado reproductivo. En las graficas siguientes se puede observar que la corteza piriforme presento

la mayor cantidad de diferencias entre grupos (Fig. 24; Tabla 3).
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Figura 24. Diferencias en la densidad del nimero de células inmunorreactivas a c-Fos (n=0) entre
grupos de andlisis con respecto a la corteza piriforme (a) y premotora (b). La barra muestra la media

y los bigotes sefialan el error estandar de la media. Asterisco sencillo denota p<0.05.
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Los resultados mdas importantes de esta seccion se pueden agrupar en dos partes: (1)
regiones que presentaron una interaccion significativa entre edo. reproductivo y paja que incluyé
a la COF, CCA, piriforme, cVaud, dPut, area motora y somatosensorial. (2) regiones que no
tuvieron una interaccion significativa, pero que tiene un efecto principal significativo de la paja
que incluyo al area premotora, infralimbica, dCaud y vPut. En el caso de vPut, el andlisis post-hoc
Holm-Sidak mostr6 que el grupo estro+paja fue mayor que el grupo estro, este resultado considera

que vPut responde a la paja independientemente de si la hembra se encuentra gestante o no.

7.2.2 Estriado dorsal (nicleo caudado y putamen), corteza motora vy

somatosensorial

Como se ha mencionado anteriormente, la corteza cerebral (incluyendo la CPF) proyecta
de forma topografica al estriado dorsal que forma parte de los ganglios basales (Carman y cols.
1965, Haber 2016). En la siguiente tabla (Tabla 4) se presentan los datos acerca de la densidad de
cé¢lulas inmunoreactivas a c-Fos referentes al estado reproductivo y la presencia de paja, ademas
de su interaccion en las divisiones del estriado dorsal, asi como la corteza motora y

somatosensorial.

En primer lugar, se observo la interaccion entre estado reproductivo y la paja en vCaud,
dPut, vPut, 4rea motora y somatosensorial. En el caso de los efectos principales del estado
reproductivo, estos se observaron en dPut, drea motora y somatosensorial. Por su parte, los efectos

principales de la paja se encontraron en dCaud, dPut, vPut, area motora y somatosensorial.

Estos resultados sugieren que dCaud y vPut al presentar un efecto principal de la paja, pero
no asi del estado reproductivo, podrian ser consideradas areas que se encargan de aspectos mas
motores que cognitivos en el procesamiento de la informacion. A diferencia del resto de las areas
donde la interaccion permite pensar que se encuentran dirigidos a la conducta de acarreo de paja,

mas que a una sola interaccion sin un objetivo claro.
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dCaud vCaud dPut vPut Motora SS
Estado F(1)=0.1 F(1)=0.4 F(1)= F(1)=0.1 F(1)=15.8 F(1)=14.9
Reproductivo P=0.80 P=0.55 9.9 P=0.82 P<0.001 P<0.001
P=
0.005
Paja F(1)=14.5 | F(1)=5.8 F(1)= FQ)= F(1)=49.6 F(1)=47.0
P=<0.001 P=10.025 10.5 21.8 P <0.001 P=<0.001
P= P=<0.001
0.004
Estado F(1)=12 F(1)=7.3 F(1)= F(1)=0.3 F(1)=23.9 F(1)=15.5
reproductivo X P=0.28 P=0.013 119 P=0.62 P<0.001 P<0.001
Paja P=
0.002

Tabla 4. ANOVA de 2 vias de las regiones del estriado dorsal, corteza motora y somatosensorial con efectos
principales de estado reproductivo (gestante, estro) y paja (presencia, ausencia), ademas de sus interacciones.

Efectos estadisticamente significativos se encuentran marcados en negritas.

Por otra parte, en la siguiente tabla (Tabla 5) se presentan los efectos principales y las

interacciones del estado reproductivo y la presencia de paja.

dCaud vCaud dPut vPut Motora SS
EFECTOS Gestante 49.3 89.8 39.1 58.2 268.5 207.6
PRINCIPALES ©) (15) © | (10) (26) (22)
Estro 52.7 76.7 11.4 54.8 117.0 81.3

(10) (16) (©) (1D (28) (24)
Paja 76.2° 109.2 39.5 | 90.8° 326.9 256.5

9 (15) 6 (10) 27 (23)
No Paja | 25.9° 573 11.0 | 222° 58.6 32.5
, 9 (15) (6) (11) (27) (23)
INTERACCION
Gestante Paja 81.8% | 144.7% | 68.6% | 963% | 495.72 38420
(13) 21 ¥ (14 (37) €1))
No Paja 16.9 349 9.72 2022 4122 31.2°
(13) (21 9 (15) (37) 3D
Estro Paja 70.5 73.6° | 105° | 853 | 158.1% | 129.1°
(14) (22) 9 (15) (40) (34)
NoPaja | 349 79.7 123 | 2420 75.9 33.7

(14 (22) ® (15) (40) (34)

Tabla 5. Densidades de células inmunoreactivas a c-Fos del estriado dorsal, corteza somatosensorial y motora
(medias marginales estimadas) correspondiente a efectos principales de estado reproductivo, paja y sus
interacciones. Letras superindices representan comparaciones estadisticamente significativas (p<0.05). Una

misma letra en dos grupos distintos sefiala que la comparacion es significativa.
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La representacion visual de estos datos comenzara con las porciones dorsales del caudado

y el putamen (Fig. 25), donde el putamen dorsal presentd un efecto del estado reproductivo

(p=0.005; Tabla 3), mientras que ambos presentaron un efecto de la presencia de la paja (p<0.001;

p=.004). La interaccion del estado reproductivo y la paja sélo fue significativa para el putamen

dorsal (p=0.002; Tabla 3).
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Figura 25. Diferencias en la densidad del nimero de células inmunorreactivas a c-Fos (n=0) entre
grupos de analisis con respecto a la porcién dorsal del estriado dorsal (a: nucleo caudado; b:
putamen). La barra muestra la media y los bigotes sefialan el error estandar de la media. Asterisco

sencillo denota p<0.05.
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Con respecto al estriado ventral, el caudado ventral no present6 un efecto del estado
reproductivo (p=0.55; Tabla 3), aunque si de la presencia de la paja (p=0.025), ademas de que
conto con la interaccion entre estado reproductivo y presencia de paja (p=0.013). Mientras que el
putamen sélo presenta un efecto de la presencia de paja (p<0.001), aunque no del estado

reproductivo (P=0.82) y tampoco de la interaccion entre variables (p=0.60).
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Figura 26. Diferencias en la densidad del nimero de células inmunorreactivas a c-Fos (n=0) entre
grupos de andlisis con respecto a la porcion ventral del estriado dorsal (a: nucleo caudado; b:
putamen). Letras representan comparaciones estadisticamente significativas. La barra muestra la

media y los bigotes sefialan el error estandar de la media. Asterisco sencillo denota p<0.05.
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Por su parte, dentro de los grupos pertenecientes a la corteza, se observd que la corteza
motora presenta un efecto de la paja (p<0.001; Fig. 27, Tabla 3), del estado reproductivo (p=0.001)
y de la interaccion del estado reproductivo con la paja (p=0.001), En el caso de la corteza
somatosensorial, se observa un efecto del estado reproductivo (p=0.001), de la presencia de paja

(p<0.001), asi como de su interaccion (p=0.001).
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Figura 27. Diferencias en la densidad del nmimero de células inmunorreactivas a c-Fos (n=0) entre
grupos de andlisis con respecto a la corteza somatosensorial (a) y motora (b). La barra muestra la media

y los bigotes sefialan el error estandar de la media. Asterisco sencillo denota p<0.05.
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Estos datos pueden resumirse mencionando que existen areas que son significativas entre
la interaccion de edo. reproductivo y paja, las cuales fueron vCaud, dPut y areas motora y
somatosensorial. Estas areas estarian implicadas en el acarreo de paja. Mientras que el dCaud y
vPut no mostraron una interaccion entre edo. reproductivo y paja, ya que solo presentaron efectos

principales de la paja, por lo que la actividad observada corresponde a la interaccion con paja.
7.3 Correlaciones entre regiones asociadas con el acarreo de paja

A continuacion, se presentan los resultados de la prueba de Spearman aplicado a los datos
para determinar aquellas regiones que presentaron una correlacion con respecto a la expresion de
c-Fos. Aquellas regiones analizadas fueron dPut, vCaud, corteza motora y somatosensorial con las
regiones de la CPF, su seleccion se debid a que mostraban una interaccion significativa entre estado
reproductivo y presencia de paja, ademas de que la prueba Holm-Sidak mostré que los grupos

gestante+paja eran mayores que los grupos estro+paja y estro.

Una correlacion significativa entre dos regiones cerebrales implicaria que las dos regiones
mostraban una magnitud de activacion neuronal similar durante aproximadamente los primeros 30
minutos de observacion que corresponden al tiempo de inicio expresion de la proteina c-Fos. Una
correlacién entre dos areas es consistente con la posibilidad de que estas dos areas estén

interconectadas, o formen parte de un circuito. (Tabla 6).

El analisis de correlacion de las regiones de la CPF y el estriado dorsal indican que
solamente el dPut se correlaciona con el area premotora (r=0.76; p=0.49), mientras que la corteza
motora se correlaciona con el area prelimbica (1=0.85; p=0.016) y el area premotora (r=0.90;

p=0.006)

CCA COF PL IL Premotora Piriforme
dPut 0.64 0.39 0.72 0.46 0.76 -0.25
(0.12) (0.38) (0.07) (0.29) (0.049) (0.59)
vCaud 0.64 0.36 0.49 0.75 0.569 0.11
(0.12) (0.43) (0.27) (0.052) (0.19) (0.82)
MOTORA 0.61 0.57 0.85 0.36 0.90 -0.14
(0.15) (0.18) (0.016) (0.43) (0.006) (0.76)
SS 0.46 0.034 0.19 0.10 0.37 -0.36
0.29 0.94 0.67 0.82 0.40 0.94
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Tabla 6. Correlaciones de c-Fos prefrontales-estriadas de animales gestantes+paja (n=7). Se muestran
los coeficientes de correlacion Spearman con sus niveles de significancia entre paréntesis. CCA:
corteza cingulada anterior, COF: corteza orbitofrontal, PL: area prelimbica, IL: area infralimbica.

Correlaciones significativas se sefialan en negritas.

El andlisis de correlacion realizado entre las regiones dorsal del putamen, ventral del
caudado y motora (Tabla 7: Fig. 28) permitio relacionarlas con otras areas del siguiente modo: la
region dorsal del putamen se correlaciona con el caudado dorsal (r=0.96; p<0.001) y la corteza
motora (r=0.86; p<0.014). Mientras que la corteza motora presenta una correlacioén con el caudado
dorsal (r=0.89; p=0.003), el putamen dorsal (r=0.82; p=0.023). Puede observarse que la region
ventral del caudado y el putamen, ademds de la corteza somatosensorial no presentan una

correlacion con otras regiones en animales gestantes + paja.

dCaud vCaud dPut vPut Motora SS

dPut 0.96 0.29 ———- 0.57 0.86 0.53

(<0.001) | (0.54) (0.2) (0.014) 0.22

vCaud 0.18 - 0.29 0.29 0.43 -0.14
(0.70) (0.54) (0.54) (0.34) (0.76)

Motora 0.89 0.44 0.82 0.25 -- 0.32
(0.007) (0.34) (0.023) (0.59) (0.48)

SS 0.61 -0.14 0.64 0.54 0.32 -
0.15 0.76 0.12 0.22 0.48

Tabla 7. Correlaciones de c-Fos intra-estriadas y cortico-estriadas de animales gestantes + paja (n=7). Se

muestran los coeficientes correlacion Spearman con sus niveles de significancia entre paréntesis. SS: corteza
somatosensorial.
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Figura 28. Representacion grafica de correlaciones de c-Fos prefrontales-estriatales, cortico-
estriatales e intra-estriatales de animales gestantest+paja (n=7). Se sefialan los coeficientes de
correlacion Spearman. Lineas punteadas negras corresponden a correlaciones involucrando la corteza

prefrontal y lineas punteadas rojas corresponden a correlaciones intra-estriatales y cortico-estriatales.

7.3.1 Correlaciones entre regiones en conejas en estro que no acarrean paja

Se vio que existen correlaciones entre regiones del estriado dorsal (Tabla 8; Fig. 29) en conejas
en estro que interactuaron con paja que generan un patron distinto de regiones activas donde la
porcion dorsal del caudado presenta una correlacion con la porcion ventral del putamen (r=0.99;
p<0.001), mientras que la corteza motora presentaria una correlacion con la corteza
somatosensorial (r=0.89; p=0.02). Se estarian observando diferencias entre las areas que participan

durante la interaccion de la coneja con la paja dependiendo del estado reproductivo.

Cabe sefialarse que también se presentaron correlaciones negativas (Tabla 8), lo que nos daria
informacion sobre las areas que interactuaban de forma distinta que significaba una activacion de
un area con una disminucion de actividad en otra, por ejemplo, el putamen dorsal se correlaciond
de forma negativa con el caudado dorsal (r=-0.87; p=0.02) y el putamen dorsal con el putamen

ventral (r=-0.84; p=0.04).
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vCaud dPut vPut SS Motora

dCaud 0.54 -0.87 0.99 0.03 0.14
027 (0.02) (<0.001) (0.96) (0.79)

vCaud - -0.54 0.61 0.26 -0.03
(0.27) (0.20) (0.62) (0.33)

dPut - - -0.84 -0.26 -0.31
(0.04) (0.62) (0.54)

vPut - - - 0.058 0.12
(0.91) (0.82)

SS - -- -- -- 0.89
(0.02)

Tabla 8. Correlaciones de c-Fos cortico-estriadas ¢ intra-estriadas de animales estro+paja (n=6). Se
muestran coeficientes de correlacion Spearman con sus niveles de significancia entre paréntesis. SS: corteza
somatosensorial.

Figura 29. Representacion grafica de correlaciones de c-Fos cortico-estriatales e intra-estriatales de
animales estro+paja (n=6). Se sefialan los coeficientes de correlacion Spearman. Lineas punteadas

negras corresponden a correlaciones corticales e intra-estriatales.
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7.4 Correlaciones entre expresion de c-Fos y componentes de la conducta de acarreo de paja

A continuacién, se presenta la correlacion de las variables comportamentales que fueron:
latencia para interactuar con la paja, latencia para entrar a la caja nido acarreando paja, latencia
para terminar un ciclo de acarreo de paja, la cantidad de ciclos realizadas durante 30 minutos (Tabla
8). Se observaron correlaciones entre el caudado ventral que presenta una correlacion con el rango
de tiempo que la coneja pasa dentro de la caja nido (r=0.82; p=0.02) y se observa que el putamen

ventral presenta una correlacion con el rango de duracion del ciclo (r=0.75; p=0.05).

Lat. Lat. | Lat. | Ciclos | Media | Rango | Media | Rango Media Rango

Interact |entrar | Term. dentro | dentro fuera fuera duracion | duracion
de caja| de caja | de caja | de caja | delciclo del ciclo
nido nido nido nido
dCaud -0.32 | -0.54 | -0.50 0.21 -0.09 0.14 0.07 0.250 -0.39 0.36
(0.49) |(0.22)] (0.25) | (0.64) | (0.85) | (0.76) (0.88) (0.59) (0.38) (0.43)
vCaud 0.16 -0.14 | 0.25 -0.58 0.70 0.82 -0.46 -0.321 043 0.29
(0.74) 1(0.76)| (0.59) | (0.18) | (0.08) | (0.02) (0.29) (0.48) (0.34) (0.54)
dPut 0.47 -0.57 | -0.39 0.13 0.11 0.29 0.14 0.21 -0.29 0.39
(0.28) |(0.18)] (0.38) | (0.79) | (0.82) | (0.54) (0.94) (0.65) (0.54) (0.38)
vPut -0.16 | -0.07 | 0.32 -0.16 0.40 0.57 0.32 0.14 0.29 0.75
(0.74) 1(0.88)] (0.48) | (0.73) | (0.80) | (0.18) (0.48) (0.76) (0.54) (0.05)
Motora -0.47 | -0.61 | -0.46 0.07 0.14 0.32 -0.14 0.11 -0.32 0.25
(0.28) |(0.15)] (0.29) | (0.88) | (0.76) | (0.48) (0.76) (0.82) (0.48) (0.59)
SS -0.47 | -0.36 | -0.21 0.0 0.18 0.36 0.25 0.36 -0.14 0.57
(0.28) |(0.43)] (0.65) | (1.0) | (0.70) | (0.43) (0.59) (0.43) (0.76) (0.18)

Tabla 9. Correlacion bivariada de las medidas comportamentales con areas relevantes del estriado dorsal
y la corteza motora y somatosensorial en animales gestantestpaja (n=7) con respecto a la latencia y los
ciclos realizados. Se muestran coeficientes de correlacion Spearman con sus niveles de significancia entre

paréntesis. SS: corteza somatosensorial.

Finalmente, se presentan las correlaciones entre las regiones de la corteza prefrontal
(Tabla 9) con las medidas comportamentales, puede verse que la CCA se relaciona con el rango
de tiempo que la coneja permanecié dentro de la caja nido (r=0.79; p=0.04), ademas de que la
corteza infralimbica presenta correlaciones con el rango dentro de la caja nido (r=0.93;
p=0.003) y la media de éste (r=0.78; p=0.04). En el caso de la corteza piriforme se presentan
tres correlaciones negativas con la media de tiempo que pas6 fuera de la caja nido r=-0.86;
p=0.01), el rango de tiempo que paso6 fuera la caja nido (r=-0.86; p=0.01) y el rango de la
duracion del ciclo (r=-0.821; p=0.02).
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Lat. Lat. .
Lat. Para Media | Rango Media Rango Media Rango
. Entrar . dentro| dentro fuera de ‘s <7
interact. | LD term. | Ciclos R . | fuera de . duracion | duracion
. . de caja|decaja| . . caja . .
Con paja| acaja . . caja nido . ciclo ciclo
nido | ciclo nido | nido nido
CCA 0.0 -0.14 0.0 -0.32 | 0.40 0.79 -0.18 -0.18 0.07 0.46
(1.0) (0.76) | (1.0) | (0.48) | (0.38) | (0.04) | (0.70) (0.70) (0.88) (0.29)
COF 0.0 -0.14 | 039 | -0.14 | 0.02 0.32 -0.36 -0.18 -0.29 -0.07
(1.0) (0.76) | (0.38) | (0.76) | (0.97) | (0.48) | (0.43) (0.70) (0.54) (0.88)
PL -0.08 -27 | -036 | -0.17 | 0.13 0.41 -0.18 0.05 -0.20 0.25
(0.87) | (0.56) | (0.43) | (0.71) | (0.79) | (0.36) | (0.70) (0.91) (0.67) (0.59)
IL -0.16 0.14 | 036 | -0.72 | 0.78 0.93 -0.04 0.04 0.464 0.57
(0.74) | (0.76) | (0.43) | (0.07) | (0.04) | (0.003) | (0.94) (0.94) | (0.294) (0.18)
Premotora 0.0 0.52 | -049 | 0.04 | 0.04 0.41 -0.41 -0.23 -0.34 0.13
(1.0) (0.23) [ (0.27) | (0.94) | (0.94) | (0.36) | (0.36) (0.61) (0.45) (0.79)
Piriforme 0.0 -0.39 | -0.43 | 0.31 | -0.18 | -.004 -0.86 -0.86 -0.46 -0.821
(1.0) (0.38) | (0.34) | (0.40) | (0.70) | (0.94) | (0.01) (0.01) (0.29) (0.02)

Tabla 10. Correlacion bivariada de las medidas comportamentales con areas relevantes de la corteza
prefrontal en animales gestante+paja (n=7) con respecto a la latencia para colectar, latencia para terminar
un ciclo y el nimero de ciclos realizados. Se muestran coeficientes de correlacidn Spearman con sus niveles

de significancia entre paréntesis. SS: corteza somatosensorial.
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8. DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que las regiones activas en asociacion con la
conducta de acarreo de paja son consistentes con los circuitos cerebrales que han sido implicados
en la expresion de la conducta flexible dirigida a una meta (CCA, COF, area prelimbica y caudado
ventral) y en la expresion de conducta inflexible (corteza motora, somatosensorial y putamen

dorsal).

Se presentd la expresion de c-Fos en regiones corticales y subcorticales especificas,
incluyendo: CCA, COF, corteza piriforme, corteza motora, corteza somatosensorial, caudado
ventral y putamen dorsal. Dicho patrén de actividad cerebral fue asociado exclusivamente a la
conducta de acarreo de paja, pues no se observo en conejas en estro a quienes se les proporciono
paja, ni en conejas gestantes o en estro sin paja. A su vez, la existencia del patron observado
permitio delinear la posibilidad de que existan circuitos cortico-estriatales asociados con esta

conducta.

Comportamiento de conejas gestantes y en estro

Con respecto a la conducta, se observaron claras distinciones entre conejas gestantes y
conejas en estro. Primero, la motivacion para interactuar con la paja se observd aumentada en
congjas gestantes comparadas a conejas en estro: la latencia para interactuar con la paja fue
significativamente menor en conejas gestantes. En el caso de las conejas en estro, ellas solamente
se acercaron a la paja para olfatearla o comerla, pero no para colectarla, ademas de que presentaron

latencias mas largas para interactuar con la paja, sin llegar a realizar ningun ciclo de acarreo de

paja.

No obstante, en los animales gestantes que realizaron el acarreo de paja se pudo observar
la existencia de variabilidad entre individuos, ya que existieron conejas que tardaron mas tiempo
en entrar a la caja nido, ademas de que algunas de ellas realizaron mas ciclos que otras. Las causas
de esto podrian deberse a diferencias en la concentracion hormonal circulante en la sangre o
también a la experiencia previa con respecto a la construccion del nido. Es posible que, entre mayor

cantidad de gestaciones previas de la coneja, el circuito esté mas consolidado.
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Por otra parte, en el caso de las conejas gestantes y en estro a las que no se les proporcion6
paja se cuantificaron cuatro comportamientos: (1) veces que la coneja comi6 alimento durante una
hora, (2) veces que la congja se acerco al comedero, pero no ingirié alimento, (3) veces que la
coneja tomo agua y (4) cantidad de salidas/entradas a la caja nido. Los resultados mostraron que
solamente existio diferencia en el nimero de veces que la coneja gestante se acercd a consumir
alimento, lo que podria indicar un aumento en el estado de alertamiento generalizado y no un
aumento en el consumo de alimento, ya que existen estudios que sefialan que la cantidad de

alimento ingerido disminuye conforme se acerca el parto (Gonzalez-Mariscal y cols. 1994).

Los datos comportamentales arrojaron informacion acerca de las caracteristicas de cada
uno de los grupos experimentales por lo que se busc6 identificar aquellas regiones cerebrales que
se activan durante el inicio de la conducta de acarreo de paja y proponer un circuito cortico estriatal

analizando la actividad prefrontal, cortical y estriatal.
Expresion de c-Fos en la corteza prefrontal

De forma cualitativa, se ha visto que la coneja gestante al acarrear la paja evita otros
estimulos que desvien su atencion, lo cual requiere de la participacion de la CPF para suprimir los
elementos irrelevantes del medio ambiente (Heidbreder y Groenewegen 2003, Barbas y
Zikopoulos 2007). Considerando que la conducta de acarreo de paja es parte de la conducta
materna de construccion del nido, la CPFm estaria participando de forma importante, Afonso y
cols. (2007) han presentado informacion acerca de como una lesion extensa en la CPFm
desorganiza conductas maternas provocando latencia mas largas para realizar los comportamientos
que son alterados por estimulos cercanos a la madre, algo que no ocurre en el acarreo de paja,

donde la coneja mantiene la atencion y el objetivo por una cierta cantidad de ciclos.

Los resultados obtenidos de la CPF pueden dividirse en 3 condiciones: a) areas donde se
integra informacion y se verifica la realizacion del comportamiento (CCA y COF), b) areas de la
CPF que han sido involucradas en paradigmas de activacion y extincion de comportamientos
(corteza prelimbica e infralimbica) y c) areas de la corteza que forman parte de procesamiento

sensorial y motor (corteza piriforme y la corteza premotora).
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Considerando la CCA y COF, se encontr6 que estas regiones mostraron una interaccion
entre estado reproductivo y la paja, ademas de que los grupos gestante+paja versus estro+paja, asi
como gestante+paja versus gestante fueron significativamente diferentes en las pruebas post-hoc.
Este resultado indica que la actividad neuronal en estas regiones se encuentra asociada
selectivamente con el acarreo de paja. Por medio de ellas, se realizaria un monitoreo de las acciones

y también una integracion sensorial de la paja.

Es interesante considerar que estas dreas también presentan activaciéon en una conducta
materna en humanos observada en estudios de resonancia magnética funcional (fMRI), donde a
madres se les presentan imagenes o sonidos que involucran el llanto de sus hijos (Lorberbaum y
cols. 2002, Seifritz y cols. 2003, Sander y cols. 2007, Li y cols. 2018). Se ha encontrado que
principalmente la CCA y la amigdala se activan en respuesta al llanto y estas regiones estarian

formando parte de los circuitos afectivo, cognitivo o motor (Strathearn y cols. 2008).

Por otra parte, se ha visto que la corteza prelimbica e infralimbica (Pereira y Morrell 2011,
Febo y cols. 2012, Gilmartin y cols. 2014, Gourley y Taylor 2016) se activan cuando se promueve
o extingue un comportamiento. Esto nos hizo pensar que la corteza prelimbica mostraria activacion
cuando se comenzara a construir el nido, mientras que la corteza infralimbica se activaria al
terminar esta conducta. Sin embargo, los resultados no apoyaron esa idea, aunque el area
prelimbica mostrd una relacion entre estado reproductivo y paja, las pruebas post-hoc no mostraron
una diferencia significativa entre los grupos gestante+paja versus estro+paja, ademds de que
tampoco el area infralimbica mostr6 una interaccion significativa entre estado reproductivo y paja.
Puede senalarse que en este trabajo no se midi6 la extincion de una conducta, ya que solo se

investigaron los primeros 30 minutos de la conducta.

En el caso de la corteza premotora que se encarga de preparar los movimientos de una
accion se encontrd un efecto principal de la paja, sin un efecto principal del estado reproductivo o
una interaccion entre ellos. Este resultado indicaria que la corteza premotora se activa en
asociacion con la simple interaccion con la paja, sin importar si la acarrea o no. Por su parte, en la
corteza piriforme se observo una mayor actividad de c-Fos en el grupo gestante y estro con paja

comparado con el resto de los grupos, lo que indicaria dos cosas: (1) un procesamiento distinto de
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acuerdo con el objetivo de la interaccion con la paja y (2) la atractividad del estimulo olfatorio

para activar una mayor cantidad neuronas de la corteza piriforme.

De manera cualitativa se observo que en los grupos que interactuaron con paja, las conejas
realizaron una mayor cantidad de desplazamientos dentro de la jaula, lo cual puede explicar la
existencia de una mayor actividad neuronal en la corteza premotora. Sin embargo, esto no sucede
en las conejas gestantes sin paja, que se ha mostrado realizan mas desplazamientos dentro de la

jaula, pero sus resultados mostraron una menor expresion de c-Fos.

Los resultados obtenidos de la CPF llevaron a considerar que estudios previos realizados
en la coneja mostraron la existencia de conexiones entre la CPFm y el estriado (Carman y cols.
1963, Buchanan y cols. 1994). A lo que la CPF podia correlacionarse con otras regiones que
formarian parte del llamado circuito fronto-estriado que comprende el estriado dorsal (caudado y

putamen), la corteza motora y la corteza somatosensorial (Cano-Ramirez y Hoffman 2017).
Expresion de c-Fos en el estriado dorsal, corteza motora y corteza somatosensorial

De las areas analizadas solo el putamen dorsal, la corteza somatosensorial y la corteza
motora mostraron una interaccion significativa entre estado reproductivo y paja. Estos resultados
pueden entenderse de dos formas: (1) considerando las caracteristicas motoras de la conducta de
acarreo de paja, que involucra la realizacion de cadenas sintacticas de acciones que se codifican
en areas corticales motoras y sensoriales que cuentan con proyecciones al estriado dorsal (Alloway
y cols. 2017) (2) con la respuesta neuronal existente en la conducta materna, donde se ha visto que
la activacion de este circuito incluiria al area motora primaria y al estriado, como sucede cuando
madres humanas observan una grabacion con el rostro de sus hijos llorando lo que provocaria la

necesidad de realizar una accidn para consolarlos (Strathearn y cols. 2008).

En el presente trabajo se encontré actividad en el vCaud (asociado con el acarreo de paja)
y el vPut (asociado con la presencia de paja, pero no con el acarreo de paja). Esto podria indicar
que la respuesta de tipo emocional generada en este circuito puede implicar la motivacion para
acarrear paja para construir un nido o una respuesta emocional frente a la ingesta de alimento.

Cabe sefialarse que la continuacion de este trabajo podria implicar el estudio del resto de los
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componentes de este circuito involucrando la amigdala, el hipocampo y el NuAcc, lo que daria

una imagen mas completa de este circuito.
Correlaciones de expresion de c-Fos asociadas con acarreo de paja

Considerando que la conducta de acarreo de paja mostrd una mayor cantidad de células
inmunoreactivas a c-Fos se encontraron correlaciones significativas que involucraron a la corteza
motora, corteza premotora, area prelimbica y dPut. Los resultados obtenidos nos llevan a
considerar que la integracion de la informacion para realizar el acarreo de paja seria evaluada por
el area prelimbica y el dPut, mientras que su la preparacion y la ejecucion de la conducta sea guiada

por la corteza premotora y la motora.

Asimismo, las conejas gestantes que interactuaron con paja presentaron correlaciones de la
corteza motora, corteza somatosensorial, vCaud y dPut de la siguiente forma: corteza motora con
la corteza prelimbica y el area premotora, dPut con el dCaud y con la corteza motora. Se vio
también la existencia de una correlacion alta pero no significativa entre el vCaud y el area
infralimbica. Sin embargo, en el caso del vCaud (componente del circuito limbico) no se mostraron

correlaciones significativas con otra region.

Sobre esto, las correlaciones podrian sefalar que la corteza motora y el area prelimbica
estarian asociadas para el inicio de la conducta junto las porciones dorsales del estriado. Esto iria
acorde con los observado acerca de que el area prelimbica participa en la implementacion de
estrategias comportamentales y en la memoria de trabajo. Ademas de que las porciones dorsales

del estriado se relacionan con procesamiento sensoriomotor.
Correlaciones de expresion de c-Fos asociadas con la interaccion con paja

Se encontraron correlaciones significativas positivas que involucraban el dCaud, vPut y
corteza somatosensorial que mostrarian la existencia de un aumento de actividad de estas areas
que podria ser consecuencia del procesamiento sensorial del estimulo, ademéas del control y
velocidad de los movimientos realizados por la coneja (Villablanca 2010). En cuanto al dPut se
encontrd negativamente correlacionado con el dCaud y el vPut lo cual posiblemente estaria
relacionado con que interactuar con paja sin acarrearla no es una actividad que implique realizarla

para conseguir un objetivo, s6lo una experiencia heddnica.
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Un punto interesante que se observd con respecto al dCaud es que fue la tnica area del
estriado que presentd coactivacion en ambos comportamientos, aunque en la conducta de acarreo
de paja era correlacionada de forma positiva con la regioén del dPut, y en las conejas en estro se
correlacionaba negativamente. Por lo que el dCaud podria servir como enlace entre diferentes

regiones en distintas condiciones de comportamiento.

Las correlaciones presentadas pueden dar informacién sobre la existencia de dos tipos de
activacion con respecto a la interaccion con paja dependiendo del estado reproductivo de la coneja,
por lo que el comportamiento de acarreo de paja implicaria activacion especifica de diferentes

areas cerebrales.
Correlaciones entre medidas comportamentales y expresion de c-Fos

Las medidas comportamentales que fueron analizadas se pueden clasificar en: (1)
motivacion para acarrear paja: latencia para interactuar, latencia para acarrear y latencia para
completar el primer ciclo, (2) intensidad o magnitud del comportamiento: nimero de ciclos y
media de la duracion del ciclo, (3) flexibilidad o variabilidad de los ciclos: rango de tiempo dentro
de la caja nido, rango de tiempo fuera de la caja nido, media de la duracion del tiempo fuera de la

caja y rango de la duracion del ciclo.

De estas medidas comportamentales, las correlaciones positivas nos dieron informacion
acerca de areas cerebrales que se activan cuando se realiza un comportamiento como lo puede ser
con el tiempo que la coneja paso dentro de la caja nido (CCA, corteza infralimbica, vCaud y vPut),
que es el momento cuando realiza dos comportamientos, el depositar la paja y rascar dentro de la
caja nido para acomodar la paja, lo que seria relacionado con la verificacion de la cantidad de paja

que haya sido colectada hasta el momento y el acomodo del nido.

Por otra parte, las correlaciones negativas se observan cuando un area cerebral presenta
una menor actividad relacionada con un comportamiento (corteza piriforme con la duracion del
ciclo y el tiempo que pas6 fuera de la caja nido) lo que podria manifestar que posiblemente la
cantidad de células activas de la corteza piriforme se relacionen con la motivacion para realizar

los ciclos mas rapidamente.
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Para finalizar, se puede comentar que el modelo estudiado provee informacion acerca de
como es que un comportamiento dirigido a una meta como lo es la construccion del nido es
generado por medio de la integracion de sefiales hormonales de un estado reproductivo y de un

estimulo externo.
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9. CONCLUSIONES

1. La gestacion modifica la respuesta conductual y neuronal ante la disponibilidad de

material para la construccion del nido, como lo es la paja.

2. Se han identificado areas especificas de la corteza prefrontal que podrian formar parte
de un circuito relacionado a la construccion del nido y/o un estado motivacional
generalizado que involucrarian COF, corteza piriforme, ACC, drea infralimbica y area

prelimbica.

3. Existen areas del estriado especificas (caudado ventral y putamen dorsal) que se
asocian con el comportamiento repetitivo de acarreo de paja. También se encontr6 un

patron en las conejas que no colectaban paja (caudado ventral y putamen ventral).

4. La presencia de paja activa diferentes regiones cerebrales y circuitos neuronales de
acuerdo con el estado endocrino reproductivo, ya que en el caso de las conejas que se
encuentran en estro, la expresion observada corresponderia mayormente a un aspecto
motor de su interaccion. El patron observado en la coneja gestante se relaciona con la
expresion de una conducta dirigida a una meta considerando la flexibilidad para

realizarla.

5. El marcaje de c-Fos observado en las areas propuestas en este trabajo indica la

presencia de un circuito cortico-estriatal que regularia el comportamiento de acarreo de

paja.
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10. PERSPECTIVAS

1.

Es necesario continuar esta investigacion explorando regiones cerebrales implicadas en el
circuito limbico como: el estriado ventral, el hipocampo y la amigdala, que presentan

conexiones con las areas mostradas en este trabajo.

La coneja europea sin experiencia maternal que ha sido criada en el laboratorio presenta
latencias mas largas para comenzar a construir su nido, por lo que se vuelve necesario
investigar si existe un patron de expresion distinto en un grupo de conejas en su primera

gestacion, asi como investigar a otras especies de conejas que no presentan estas latencias.

Considerando que existen diferentes tipos de neuronas que expresan distintos
neurotransmisores, la identificacion de ellas por medio de una técnica de doble marcaje
permitird obtener informacion detallada acerca de cudles son las caracteristicas de ellas y
comprender mas a profundidad como se modula la transmision de informacion dentro del

circuito propuesto.
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12. GLOSARIO DE TERMINOS

CPFM - conducta de marcaje por frotamiento del menton
APOm - area predptica media

OVX- ovariectomizada

CPF — corteza prefrontal

CPFm — corteza prefrontal medial
CPFdI - corteza prefrontal dorsal

CCA- corteza cingulada anterior

COF - corteza orbitofrontal

BNST — cama nucleo de la estria terminal
NuAcc — ntcleo accumbens

BA — area de Brodmann

TOC — trastorno obsesivo-compulsivo
AVT — area ventro tegmental

OT- oxitocina

fMRI — resonancia magnética funcional
NMD — nticleo medidorsal del tadlamo
IEGs — genes de expresion temprana
SN — sistema nervioso

SNpc — sustancia nigra pars compacta
dCaud- caudado dorsal

dPut — putamen dorsal

vCaud — caudado ventral

vPut — putamen ventral

TDHA — trastorno por déficit de atencion e hiperactividad



13. PUBLICACIONES

Bebzvinoral Brain Research 330 (27 57-74

Contents lists avelisble st Sciencediract

Behavioural Brain Research

journel homepage: WwW . Blseviar.com/l0Ocete/bor FVasdezrs

Activation of the orbitofrontal and anterior cingulate cortices during
the expression of a naturalistic compulsive-like behavior in the rabbit

@(&msm

Hugo Cano-Ramirez *-°, Kurt L. Hoffman®+

* Docirods en Gemoos Sinldgicos, Unnsersidod Aucdnoma de Tlorcals, Tlaveoln, Mexioo
¥ {entro delnvestigacidin en Reproducodn Arimal ({[IRA ), Usiversidod Asténoma de Tlavcalo- ONVESTAV, Mexico

HIGHLIGHTS

* Maternal nest building in the rabbit is a potential model for compulsive behavior.
= Pregnancy changes the behavioral and neural respanses to nest matersial { straw ).
= Pregnancy is associated with compulsive-§ke coflecting and carrying of straw.

» Straw carrying activates orbitofrontal, anterior cingulate, and piriform cortices.

= Mest building behavior may be homologons to compatlsive behavior in OCOC

ARTICLE I'NFOD ABSTRACT
Article history; We propose that maternal nest building in the female laboratory rabbitis a useful mode] for compulsions
Received 8 Ocrober 1016 in obsessive-compulsive disorder (OCD). This repetitive behavior comprises collecting straw, depositing

Received in revised form 7 November 2006
Accepted 8 November 2016
Available online 15 November 2006

it info the nest box, and then retuming to collect more staw, We reasoned that of “straw carmying”
Behavior is homologouws to compulsive behavior, thenit should be associated with activation of prefrongal
regions asseciated with 00D, namely, the orbitofrontal and anterior cingulate cortices (OFC and ACC
respectivelyl In the present study, we quantified c-FOS immunoreactivity in the ACC, OFC, premotor
(PM), infrafimbic {IL), prelimbsc (ML), and pirifiorm (M} cortices of: { 1) pregnant female rabbits that were
given straw (PREG+5TRAWY; (2] pregnant rabhits that were not given straw {PREG; [3) estrous rabbits
that were given straw [ ESTROUS = STRAW ) (4} estrous rabbits that were not given straw (ESTROUS ). After
1 h, all Fermales were sacrificed and processed for brain o-FOS immunaoreactivicy. We found that pregnant
rabbits showed lower latencies to interact with the straw than estrous rabints, and that pregnant rabbits
displayed straw carmying, while estrous rabbits did not. ¢-FD5 expression was increased in the OFC, ACC
and Plin the PREG+ STRAW compared to all other groups. By contrast, o-FOS expressionin all other regions
was greater in PREG + 5TRAW compared to PREG, but not different from ESTROUS + STRAW, These results
paint to an important role for the OFC, ACC, and Pl in initéating repetitive straw-carrying behavior, and
further support the proposal that this behavior can serve as a model for compulssons in OO

© 2016 Elsevier BY. Al rights reserved.

1. Introduction

entrance with soil. Later, on a single night several days before par-
turition, she reopens the burrow, collects dry grass in her mouwth,

In nature, the female European rabbit {Oryctologes cenicwhes )
constructs a maternal nest, consisting of dry grass or similar mate-
rial, inside a nest chamber hollowed out at the end of 2 burrow,
The nest building process begins about 2 weeks before parturition
{gestation in this species is 31 days), when the pregnant rabbit digs
the maternal burrow, When Ffnished, she conceals the burrow's

* Corresponding authar.
E-muoel adifress: rexyitro@hotimail comm (KL Holfman)

et [ b st e T 1 DTG/ hibe FO16.11.033
D166-4338/0 201 G Elsevier BV, All rights ressryed

and carries it into the nest chamber and deposits it there, where she
forms a nest. She repeats this “straw-carmying” behavior approxi-
mately 20-40 times before she exits the burrow and again conceals
its entrance, On the night of parturition, she reopens the burrow,
pulls hair from her ventrum and lines the nest with it, and then
gives hirth inside the nest. She cleans the young, eats the placentae,
and nurses them. When finished., she leaves the burrow, conceals its
entrance, and then returns only one time per day to nurse the pups,
each time recpening the burrow and then concealing its entrance
when she leaves [532 67 ].

99



(74 H. Cano-Ramine:, KL Halfman/ Behmacurol Brain Ressarch 32020171 67-74

This behavioral pattern has been extensively studied with
respect to its control by reproductive hormones, During pregnancy
in the rabbit, plasma progesterone () levelsincrease gradually dur-
ing the first two weeks, peaking at approximately day 15-18 of
pregnancy, and thereafter decline steadily, reaching pre-pregnancy
levels at parturition. By contrast, estradiol levels remain more or
less constant throughout pregnancy [49,29,30,10,19], A series of
elegant studies carried out in laboratory rabbits has shown that the
mid-pregnancy peak in progesterone stimulates the motivation to
dig. while the subsequent decline in progesterone triggers the onset
of straw-carmrying behavior and, later, hair pulling |66,19-21,31],

Previously, we proposed that straw-carrying is 2 useful natural-
istic model for compulsive behavior in obsessive-compulsive and
related disorders [32]. This proposal iz based in part on the repet-
itive, persistent, and stereotyped characteristics of this behavior,
We demonstrated that, on day 28 of pregnancy, the female rab-
bit immediately begins collecting straw as soon as it is placed
into her cage, carries it into her nest box, and then returns to col-
lect more straw. Normally, she repeats this behavior 20-80 times.
Straw-carrying is significantly prolonged if straw does not accu-
mulate inside the nest box (by removing it through a hidden “back
door”); conversely, il a nest is constructed inside the nest box by
the experimenter before the rabbit has the opportunity to begin
to collect straw, straw-carrying is inhibited. Moreover, if the rab-
bit is allowed to completely construct a nest, and then that nest
is removed from the nest box by the experimenter, she typically
does not re-construct it. Taken together, these observations indi-
cate that hormonal cues promote the motivation to collect and
carry straw, but this motivation is "quenched” by certain external
cues associated with a fully formed nest [32],

Mest building behavior as a model is perhaps most relevant
when considered in the context of the hypothesis that 0D symp-
toms arise due to dysfunctions in certain motivational processes
|62,65], In such models, obsessive-compulsive symptoms are due
to dysfunctions in brain mechanisms that normally quench the
maotivational state that promotes compulsive behavior, In the preg-
nant laboratory rabbit, the motivation to carry straw is guenched
by a specific, experimentally-controllable, cue: the presence of
a fnished nest inside the nest box, We propose that a detailed
understanding of this “stop mechanism” should shed light on
neural processes that are altered in OCD [32]. In support of this
proposal, recent studies indicate that processes that contral non-
maternal nest building in mice might be related to those underlying
obsessive-compulsive symptoms [26,64],

0CD has been associated with increased activity in specific
brain regions in functional magnetic resonance imaging (AMRI)
studies of human suhjeces. Many of these studies have urilized
symptom provecation paradigms, in which the subject is imaged
before and after being exposed to specific stimuli that provoke
obsessive-compulsive symptoms; for example, pictures related o
contamination, harm, or disorder. The gemeral picture that has
emerged is that exposure to symptom-provoking cues is asso-
ciated with increased regional brain activity in the prefrontal
cortex {orbitofrontal, anterior cingulate, insula), components of
the basal ganglia (caudate, putamen, globus pallidus), and tha-
lamus [58.4.51,60]. These regions form the main components
of cortico-striatal-thalamocaortical circuits, which are involved in
motivational processes, action selection, behavioral initiation and
inhibition, and implicit learning [23,24,56,61,27 25],

The present study was designed to explore the possibility that
straw carrying behavior in the pregnant rabbit is associated with
a similar pattern of regional brain activity as has been observed in
association with obsessive-compulsive symptoms. In this study we
focused on the prefrontal cortex, and wsed c-FOS expression as an
immunchistochemical marker for regional brain activity. We argue
that if nest building behavior and obsessive-compulsive symptoms

share similar neural activity patterns, then this behavior could
serve as a useful model for elucidating the neurobiology of OCD,
Maoreover, such similarities would further support the proposal that
obsessive-compulsive symptoms (clinical as well as sub-clinical)
can be conceptualized as a disregulation of normal, adaptive behaw-
joral and cognitive patterns that are subserved by evelutionarily
conserved newral circuitoy [365,33],

2. Methods
21, Animals

Twenty-four maternally-experienced, adult female New
Zealand rabbits from the colony maintained at the Centro de Inves-
tigacidn en Reproduccidn Animal, Tlaxcala, México), 6-24 months
old, were used in these experiments, They were maintained at
ambient temperature { 15-25=C), on a long-day light cycle (lights
on at 06:00, lights off at 20:00h), and given rabbit chow {Purina)
and water ad libitum,

Half of the rabbits in the study (n=12) were mated with a
sexually experienced buck, and placed individually in large wire
“maternal” cages (90cm long = 60cm wide « 40cm high), which
contzined a wooden nest box (49cm = 28 cm « 27 cm) having an
entrance (a hole of diameter 22 cm) cut in the front, The other rab-
bits of the study { "estrous™; n= 12) were not mated but were placed
individually in wire cages containing nest boxes for 28 days prior
to the experiment, under the conditions described above. Through-
out this work, animal care adhered to the Law for the Protection of
Animals (Mexico), and the protocol was approved by the Animal
Ethics Committee of the Universidod Autdnoma de Tlaxcola,

2 2. Experimental design

The experiments were initiated between 08:30-10:00h on the
28th day of pregnancy, orin the case of estrous rabbits, 28 days after
being moved into a maternal cage with a nest box. All females were
denied access to nest material (straw) until the day of the exper-
iment, For half of the rabbits, at t= 0min, straw was placed inside
the cage, but outside the nest box; all straw was removed from the
nest box and cage at t= 30 min, The other half of the rabbits did not
receive straw. In all cases, the behavior of the rabbits was subse-
gquently recorded for 60 min. There were four comparison groups,
as follows: (1) PREG+STRAW: pregnant females were allowed to
interact with straw for 30 min; (2) PREG: pregnant females that did
not receive straw; | 3) ESTROUS + STRAW: estrous fernales that were
allowed to interact with straw for 30min, (4] ESTROUS: estrous
fernales that did not receive straw,

23, Sacrifice, perfusion and immunchistochemistry

Females were anesthetized with a combination of Xilazine (im.
30mg in 1.5mL saline) and Ketamine (im. 150mg, in 1.5mL
saline}, and then sacrificed with an overdose of sodium pentobarhi-
tal {i.v.}), 2 min after receiving an i.v, injection of 10,000 IU heparin
sulfate, the latter in order toinhibit the formaticnofblood clots dur-
ing the perfusion, Rabbits were perfused transcardially, first with
physiclogical saline (Nacl, 0.9%) and then 4% paraformaldehyde
in 0.1 M phosphate buffer. The brains remained within the skull
overnight., at room temperature (RT), The next day, brains were
removed from the skull and aryoprotected by successive overnight
incubations, ar4 *C, in solutions of increasing sucrose concentration
{10, 20, and 30%, 0.1 M phosphate buffer), Brains were then frozen
at —20°C and sectioned coronally using a cryostat {40 pm], from
the rostral pole to the decussation of the corpus callosum, Sections
were processed for c-FOS immunohistochemistry, using a protocol
maodified from |22], Free floating sections were washed three times
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in phosphate buffer (FB) 0.1 M, pH 7.4 in order to remove excess
aldehydes, and then for 10 min in 0.05% hydrogen peroxide in order
to eliminate endogenous peroxidase activity. After preincubation
for 1h in 1% normal donkey serum {Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) sections were incubated for 48h at 4°C in the
polyclonal antibody SC-52-G (Santa Cruz Biotechnology], diluted
at 1:2000 with 0,1% Triton X-100 {Sigma, St. Louis, MO} in 0.1 M
PB. This antibody has been used successfully to visualize the c-FOS
protein in the adult female rabbit [22]. The antibody solution was
removed and sections were washed 3 times in 0.1 M PB, and then
processed with the Vectastain Elite ABC kit, Vector Laboratories,
Burlingame, CA (bictinylated donkey anti-goat serum IgG, 1 hatRT;
avidin and biotinylated horseradish peroxidase solution, 1 hatRT),
Sections were rinsed 3 times in 0.1 PB, and c-FOS labeling was visu-
alized using diaminobenzidine! nickel substrate working solution
{DAB peroxidase substrate SK-4100; Vector Laboratories). Sections
were mounted onto gelatin subbed slides, dehydrated and then
cover-slipped with Entelan mounting medium { Merck; Darmstadt,
Germany).

24, o-FOS cell quantification

Processed sections were examined under bright-field illumina-
tion in an Olympus CH2 micoscope and 2 microphotographs were
taken {using a 4= cbjective. encompassing an area of 3.2mm?)
from each animal {n= 24), of each of the following areas of interest:
anterior cingulate cortex (ACC; BA 24), prelimbic area (BA 32),
infralimbic area (BA 25), premotor area (BA 8), piriform cortex,
and orbitofrontal cortex (OFC). Coronal sections photographed
were selected pseudo-randomly from those corresponding to
the approximate coronal orientation planes #280 (OFC; approxi-
mately | mm caudal to the rostral pole) and #320(all other regions;
approximately 2 mm caudal to the rostral pole) of the Brain Atlas
of the Domestic Rabbit (Oryctologus cuniculus) (University of
Wisconsin-Madison Comparative Mammalian Brain Collection
website; http://neurosciencelibrary.org/Specimens/lagomorpha/
domesticrabbit/sections/thumbnail html), and the Rabbit Brain
Atlas [59]. The ACC, prelimbic, infralimbic, and premotor cortices
were identified according to [6]. The OFC was defined as the dorsal
bank of the olfactory sulcus, based on neuroanatomical studies of
the rabbit as well as extrapolation from the rat literature [5,57.55]
(Fig. 1)

The micrographs were coded, and c-FO5 labeling in these micro-
graphs was quantified by two independent observers, blinded to
the identity of the corresponding animal and treatment condition,
Thus, each micrograph was cropped to include only the region of
interest based on defined landmarks, and labelled cells within the
region of interest were counted in an automatic and unbiased man-
ner using the software ImagePro version 5.1. The landmarks of the
regions of interest, and the area of each region sampled were the
following: ACC, a horizontally-oriented rectangle (1.2 mm?) cen-
tered adjacent to the tip of the corpus callosum; prelimbic cortex,
a rectangle (0.8 mm?) centered ventrally to the ACC and laterally
to the corpus callosum; infralimbic cortex, a horizontal rectangle
(0.5 mm?) positioned next to the inferior part of the lateral ventri-
cle and ventrally to prelimbic cortex; piriform cortex, a rectangle
(0.4 mm?) covering the most central part of the lateral piriform
cortex; OFC, a horizontal rectangle (0.6 mm?), centered on the
dorsal bank of the olfactory sulcus; premotor cortex, a rectangle
(08 mm?), oriented as shown in Fig. 1 [6]. After quantifying the
c-FO35 label, the micrographs were decoded. Cell counts from the
four secticns per animal {correspending to two sections for each
independent observer) were summed, and c-FOS labeling density
was calculated as the number of lzabelled cells divided by the rotal
sampling area, for each region (number of labeled cells per mm2
[eafL.

Premotor
{BA.8)

Antericr
cingulate

, Frelimbie
(BAZ2)

.1 Infralimbic
(B 25)

FE 1. Demarcation of the sampled areas for sach region of interest. The OFC {left
photomicrograph) was sampled from coronal sections corresponding o coronal
plane 3280 [Brain Atlas of the Domestic Rabbit (Orporologus cuniculis); Univer-
sity of Wisconsin-Madizon Comparative Mammalian Brain Coflaction]; all other
regions [right photomicrograph] were sampled from coronal sections correspand -
ing o coronal plane #320 of this same atlas.. The photomicrographs shown here
were adapted and modified from the above-mentioned online brain atlas.

Statistical analysis was performed using Sigmaplot v, 11.0(Sys-
tat Software, Inc). Data of c-FOS expression were analyzed using
two-way ANOVA, with reproductive state {pregnant or estrous)
and straw (presence or absence} as factors, and the density of c-
FO5 label as dependent variable. Main effects of reproductive state
and straw were considered, along with their interaction. Pairwise
multiple comparisons were performed by the Holm-5Sidak test. Sta-
tistical significance was assumed where p<0.05.

25, Quantification of kehavior

In rabbits that were given straw {ie., PREG+STRAW and
ESTROUS + STRAW, the Following latencies (in sec] were recorded:
[a}latency tointeract with the straw, defined operationally as intro-
ducing straw into mouth; (b) latency to collect straw in the mouth,
distinguishable from simple interaction because it involves intro-
ducing many pieces of straw into the mouth and is accompanied by
a stereotyped “pulling” (vertical head-bobbing) motion; (c) latency
enter nest box while carrying straw, and (d) latency to finish the
first “straw carrying cycle” {collect straw in mouth, enter nest box
with straw, deposit the straw in the nest box, exit nest box with-
out having straw in the mouth), We also registered the number of
cycles carried out during the 30min observation period. In the case
of rabbits that did not receive straw (i.e., PREG and ESTROUS), we
registered the number of times, during a | h observation period,
that the rabbit entered and exited the nest box, as well as the num-
ber of times the rabbit ate rabbit chow or drank water. Behavioral
data (latencies, frequencies) were analyzed using non-parametric
statistical tests (Mann Whitney U; IBM SPSS software),

3. Resuls

3.1. Behavior of pregnant and estrous rabbits in the presence or
absence of straw

Pregnant rabbits displayed very short latencies to interact with
straw, and this interaction wery quickly lead to collecting it in
the mouth, By contrast, estrous rabbits showed longer latencies
to interact with straw (Mann Whitney UJ, p=0.002; Fig. 2a), and
their straw-directed behaviors included nibbling and eating it, but
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they never collected it. In the case of pregnant rabbits, the median
latency to begin collecting straw was 11 s(interquartile range -7 51,
and thereafter entered the nest box carrying the straw with a
median latency of 85¢ {interquartile range 2495), The median
latency to complete a full straw-carrying cycle was approximately
211 5 {interguartile range, 257 s). During the 30 min observation
period, pregnant females displayed a median of B straw-carrying
cycles (interguartile range: 8 cycles).

With respect to rabbits that did not receive straw, we registered
two behaviors that we considered to represent the animal's gen-
eral activity, or arousal; the number of entrances into the nest box,
and the number of times that the rabbit ate rabbit chow or drank
water during the 1h observation period. Although the frequency
of both behaviors was generally low, we observed significant dif-
ferences in their expression according to reproductive state, Thus,
the frequency of both behaviors was greater in pregnant rabbits,
compared to estrous ones (entrances; p=0.065; eating/drinking:
p=0.026; Mann Whitney U; Fig. 2b, ¢},

3.2, c-FOS labeling in the prefrontal cortex

c-FOS expression in each prefrontal region of interest was ana-
lyzed by 2-way ANOVA, with reproductive state{pregnant, estrous)
and straw {present, or absent) entered as independent variables,
and c-FO35 label density as the dependent variable. Significant main
effects of straw were observed for all regions, with the presence of
straw being associated with approximately 2-3 times more c-FOS
label in each region (Table 1), By contrast, a significant main effect
of reproductive state was found only in the OFC, with pregnant
females showing a 50% increase in c-FOS label compared to estrous
females. Significant interactions between reproductive state and
straw were likewise found for each region, except for the pre-
motor cortex (Table 2). Post-hoc pairwise comparisons indicated
that c-FOS expression was significantly increased in the OFC, ACC.
and pirifarm cortex in pregnant females given straw, compared to
estrous females given straw, By contrast, this comparison was not
statistically significant for the infralimbic, prelimbic, or premotor
cortices, In the piriform cortex, post-hoc comparisons showed a
significant increase in basal c-FOS label (ie. c-FOS expression in
the absence of the straw stimulus) in estrous females, compared to
pregnant anes {Fig. 3; Table 2],

4. Discussion

The objective of the present study was to characterize c-FOS
expression in the prefrontal cortex associated with the pregnant
rabbit's stereotyped and “compulsive-like™ behavioral responses
to nest building material {straw) [32], Our hypothesis was that
these behavioral responses would be associated with 2 pattern of
prefrontal c-FOS immunoreactivity distinct from that observed in
estrous females that were allowed to Freely interact with straw,
as well as compared to pregnant or estrous females that were not
given straw. We chose as regions of interest the infralimbic (BA
25), prelimbic (BA 32), and anterior angulate cortices {BA 24), as
defined in the rabbit [&], as well as the OFC (defined as the dorsal
bank of the rostral olfactory sulcus; [5,57], and the premotor cor-
tex (BA B) [6]. These prefrontal areas were considered regions of
interest due to their association with motivated behavior, assess-
ment of stimulus value, action monitoring and behavioral planning,
in a variety of species and behavioral paradigms {e.g., [57,40,15]),
Maoreover, in humans, enhanced activity in homaologous cortical
regions — in particular the OFC and ACC - have been associated
with fMRI BOLD responses to specific external stimuli that provoke
obsessive-compulsive symptoms in clinical and subclinical 0CD, as
well as with normal maternal responses to infant-related stimuli
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Tame 1
Two-way ANOVA main elfects of reproductive state (pregnant, estrous) and straw {presence, absence’), and their interactions.
OiRC Periform Premotor Prelimbic Infralimbic
Rep Staze H1}=54, Hi=04, F< 0001, Hi=Dm, Hi=D7,
p=00d p=035 p=09% p=03 p=04
Straw F1}=143, F1}=2&0, F1}=508, Hl}=1718, Hl}=53, =103,
p< U000 p< 000 p= LO00 p= 0000 p=0u13 p= 0004
Rep state = Straw H1}=158, H1}=5.6, Hi=163, HI=35, Hi=47, Hik=42,
p= D00 p=0403 p= D00 p=048 p=004 p=045
Tahie 2

£-FOS labeling densities{ estimated marginal means and standard error} carresponding to main effects of reproductive state, straw, and their interactions. Within 2 colammn,
superscript letters that are the same represent statistically signifcant comparisons (p< 0051

OFC ACC Pirifarm Premotar Prelimbic Infrakimbic
MAIN EFFECTS Pregnant 1715 1134 117.6 914 1144 1262
Esirous 1142 910 1d7.0 914 1067 1naz
St Err 183 126 112 13E 201 131
Straw 1925 1482 1687 1328 1432w 14818
Nao straw e bl A 50.0% TH.CP BRE"
Sl Err 1832 126 112 138 i A | 131
INTERALCTEON
Peegnant Straw it o 1603 2060 1511 1775 17458*
N Straw Jo8 ae4” g+ 310 SLP TIE
Estrous Straw F1Z7ms 1G] 1314 1145 1086 1215
Ma Straw 1158 65.0 BE25 681 1049 950
Std Err 57 178 158 186 RS 185

[58,4.51 60,4445 54] We reasoned that if maternal nest building
in the rabbit is homologous to compulsive behavior |32, then nest
building behavior and compulsive behavior should be associated
with similar prefrontal activation patterns.

Detailed cbservations on rabbit nest building behavior have
been carried out in previous studies [10-21,32], These studies
demaonstrate that hormonal signals during pregnancy alter the rab-
kit's behavioral responses to specific external stimuli. Thus, when
provided with straw on day 28 of pregnancy, the female rabbit
begins to collect it in her mouth with a latency of less than 105,
carries it into the nest box with a latency of approximately 1005,
and then exits the nest box and returns to collect more straw with
a latency of about 500 s, During the frst 30min, approximately
5-15 such cycles are completed, and this behavior typically con-
tinues across the next 1.5-2.5h, expressed in bouts of continuous
activity lasting approximately 25 min, separated by rest periods of
approximately 15 min{|32], and unpublished observations), Obser-
wvations reported in the present study are in general agreement with
these earlier studies, and underscore the prediciable and stereo-
typed nature of the pregnant rabbit's behavioral response to nest
building material. Here, we observed that when pregrant female
rabhits were given straw, they almost immediately began to col-
lect it in their mooth and carry it into the nest box, Moreover, we
ohserved that there were quantifiable differences hetween preg-
nant and estrous rabbits that were not given straw, with respect to
some "general” behaviors. Pregnant rabbits tended to enter the nest
box more frequently, and ate rabbit chow and drank water more
frequently than estrous rabbits. We tentatively interpret these dif-
ferences as indicating a generaliz ed increase in arousal in pregnant
rabhits, perhaps due to the present experimental paradigm, which
had chronically deprived them of nest building material.

In the present study, we allowed the rabbits to interact with
straw for 30min, removed the straw from the cage, and then sac-
rificed the animal 30min later. Given the known delay between
stimulus-induced neuronal activation and the subsequent peak in
c-FOS protein expression |at approximately 30 min; [ 11,39}, we
assume that the observed c-FOS labeling represents neural activ-
ity associated with the initial behavioral responses to the straw
stimulus, Considering the temporal context is important, since pre-

vious studies have indicated that straw carrying is inhibited once
the straw nest is perceived by the rabbit to be completed, that is,
when a significant amount of straw has accomulated inside the
nest box [32]. In this regard, we propose that the present paradigm
is comparable to human IMRI paradigms that examine immedi-
ate brain responses to external stimuli; specifically, 0CD symptom
provocation studies.

Regarding c-FOS expression, all regions of interest showed
robust main effects of straw. This is not surprising, since this
stimulus evoked behavioral responses in all animals, Thus, while
pregnant femalesinvariably began to collect straw and carry itinto
the nest box, estrous females typically nibbled on it, or ate it Straw
is a complex stimulus, and interacting with it is expected to activate
brain regions involved in olfactory, gustatory, and somatosensory
processing, as well as motor regions associated with nibbling on
and eating it, in addition to those regions that might participate
more selectively in promoting the “compulsive-like™ behavioral
response to nest building material in the context of pregnancy, On
the other hand, a main effect of reproductive state was found only
in the OFC. 1t is likely that this effect was driven exclusively by rab-
bits in the PREG +STRAW group, as there was no indication that
pregnant rabbits that were not given straw displayed increased c-
FOS label in the OFC, compared to estrous females {either miven
straw, or not given straw;, see Fig. 3). In addition to underscoring
the relevance of this region for “compulsive-like™ straw camying,
this result coincides with MR studies of human mothers, which
demonstrate that exposure to infant-associated stimuli — particu-
larly those having a positive hedonic valence - strongly activate the
QFC[43.54)

In addition to main effects of straw and reproductive state, all
regions except the premotor cortex showed significant straw by
reproductive state interactions (Tzble 2], In support of our original
hypothesis, post-hoc comparisons showed that pregnancy selec-
tively enhanced responsiveness of the OFC and ACC to straw. Thus,
we ohserved a significant increase in c-FOS label in these regions,
in pregnant females that were given straw compared to estrous
fernales that were given straw, Additionally, c-FOS labeling in the
piriform cortex was significantly increased in pregnant rabhits
given straw, compared to estrous rabbits given straw, Although
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we had not predicted increased activation in the piriform cortex,
this region has been associated with compulsive-like behavior in
at least one other animal model [5], By contrast, post-hoc analyses
failed to show significant differences in c-FOS labeling density in
the prelimbic, infralimbic, or premotor cortices, between pregnant
females given straw and estrous females given straw,

Symptom provocation paradigms in IMRI and PET studies have
been useful to define regional brain activity associated with OCD as
weell as anxiety disorders, where neuropsychiatric symptoms can be
precipitated by specific external cues. In such paradigms, changesin
brain activation patterns are typically recorded while the subject is
exposed to neutral control stimuli or specific symptom-provoking
stimuli. Important insight into the nature of anxiety disorders

i pairwise compart: [p=0.05; Holm-Sidak) are marked with the same letter.

has been gained from studies involving subjects with clinically-
diagnosed anxiety disorders, as well as from non-clinical subjects,
For example, in specific phobia, phobogenic stimuli evoke greater
responses compared to control subjectsin the insula (BA 131, amyge-
dala, globus pallidus, thalamus, pulvinar, and cerebellum |37 ], This
body of work points to an overactive “fear circuit” underlying anx-
iety disorder symptoms, and this is supported by brain imaging
studies in non-clinical subjects: normal phasic and sustained fear
responses were associated with increased activity in the dorso-
medial prefrontal, anterior cingulate, and medial orbital cortices,
insula, amygdala, bed nucleus of the stria terminalis (BNST), hip-
pocampus, and medial caudate [3], Experimentally-induced fear
paradigms in rodent models trigger c-FOS activation in most of
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these same regions {e.g,, [7 389,13]}, supporting the proposal that
FMRI BOLD activity in human subjects and c-FOS expression in ani-
mizl models are comparable means to assess regional brain activity,
In the case of OCD, symptom-provoking stimuli generally elicit
increased IMRI BOLD responses in the prefrontal cortex {ACC, OFC,
and insular cortex), basal ganglia (caudate, putamen, and globus
pallidus), thalamus, and amygdala, However, different symptom
dimensions {e.g.. contamination obsessions/washing compulsions
and checking compulsions) are associated with slightly different
patterns of BOLD activation, [47],

‘We have argued previously that straw carrying behavior resemn-
bles compulsive behavior in that it is stereotyped, involves repeated
functional behavioral components, and persists across an extended
period of time [32,34,33,68-71 |. Moreover, similar to compulsions
in OCD [14], straw carrying is carried out within a specific spa-
tiotemporal context; it is carried out in bours of many repetitions,
and is directed toward the nest box, This proposal is also supported
by pharmacclogical studies; systemic administration of dopamine
D1 and D2 receptor antagonists reduced the duration of the straw
carrying bout (the number of straw carrying repetitions), without
altering the form of the behavior itself [34]. That dopamine recep-
tor antagonists reduced the duration of straw carrying behavior
is consistent with models of OCD pathophysiology that propose
an imbalance in the activity of direct and indirect basal ganglia
pathways,

The present results further provide further support for the
use of nest building in the rabbit as a model for compulsive
behavior, Like obsessive-compulsive symptoms, the initiation of
repetitive straw carrying was associated with increased regional
brain activity in the OFC and ACC. The OFC might be an espe-
cially important region for generating the stereotyped behavioral
response to nest material during pregnancy, as it is known to
receive processed sensory information from all sensory chan-
nels, as well as to have extensive interconnections with medial
prefrontal regions, which in turn communicate extensively with
reproductive-hormone responsive subcortical regions such as the
amygdala and hypothalamus [40,57|. The ACC, on the other hand,
has been implicated in action monitoring and error detection [18];
these processes are likely important during nest building, as the
rabhit adjusts her behavior according to the ongoing status of nest
completion [32],

Several authors have suggested an important relationship
between obsessive-compulsive symptoms and normal, adaptive
parental behavior, Leckman and colleagues [42] and Abramowitz
and colleagues [2] described thought and behavior patterns in
new parents that strikingly resemble the symptoms of obsessive-
compulsive disorder (0CD), Leckman and colleagues [42 ] propose
that such “early parental preoccupations and behavior™, are trig-
gered by enhanced activity of conserved neural pathways that link
heightened error detection and risk assessment to harm avoidant
behaviors, In support of this idea, pregnancy and childbirth are
times of increased risk for the onset or exacerbation of OCD
symptoms [17.53,46.41,28,12,2]; reviewed in [ 1,48}, Reproductive
hormones, including progesterone, might play an important role
in OCD symptom exacerbation [17] Consistent with this idea,
some studies have reported an increase in subclinical obsessive-
compulsive-like thoughts and behaviors — typically having to do
with contamination and cleaning - during the luteal phase of the
menstrual cycle [7 2], These ohsessive-compulsive-like experiences
were positively correlated with salivary progesterone concentra-
tions [16],

We propose that nest building behavior could be a useful model
for understanding the neurchiology of compulsive behavior in
0CD, Just as studies of normal fear responses and fear learning
have added greatly to our understanding of amxdety disorders [ 50],
we argue thar nest building might enrich our understanding of

obsessive-compulsive symptoms, perhaps in particular those that
are associated with certain hormonal or reproductive states.
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Research report
Activation of cortical and striatal regions during the expression of a {i} '
naturalistic compulsive-like behavior in the rabbit =z

Hugo Cano-Ramirez™”, Kurt L. Hoffman™

* Dol o ewcies Bialigieas, Dadramidod Asstromna de Thvaaky, Thaw s, Besioy
bm&kmﬁpﬂh & Repeodiacoid Anbved [CIRA ), Datve sidad Asadronn de Thovoals ONVESTAV, Maston

ARTIQLE INEO ABSTRACT

Kepwerds ezt huilding behavior in the pregnant rabbit (Orycinbagus comirpbe) can serve a5 2 mode] for compolsions in
Comgrubim ol sive compulsive disorder {C0Y Previous work showed that the “staw arrying™ phass of nest oilding
Qo yhus: campafisirs {during which the rabhit repestedly collecks straw in its mouth, uries it nio the nest box and deposits it e,
r—_’“:"" and then retums i oollsct more) i associsted with incresssd o FOS expression (2 mazier of nemonal achivity) in
;2: the or bitofrontal, anterior cingnlate, and pirform contices. In the present sdy, we quantified © POS expression
S erwal bl v in the candate and puamen, 25 well & in the primary motor, somatesmsary, and prefrontal cortices of (1)
Rabbdr pregnant rahbis given saw (FHEG + STHAWY, pregnant mbbis not given sirow (FREG] (3) esros rhbbits
Andwal meatal given staw (ESTROUS + STRAW); and () estrons rabbits not ghven straw (ESTROUS). We found that straw
@rTying was amsodsbed with mcressed P05 expression inthe doral potmen, ventral candate, primary motoar
mrtex, and somainsensory corex. Addiionally, a correlational analysic of PREG + STHAW animads revealed
that these regions, along with the premotor and prelimbic corbices, wene g ficantly intercormelased with re
spect I o POS expression, suggesting their “ooactivation™ during repetitive soew @rying. By contrast, beha
vinral imteractions of non-pregnant {ESTROUS) rebbis with straw {3, siffing, nibbling it} wens sssocabed
with & distingt pattern of oP0S expresion that inchoded the medial and venimal putamen o F 08 expression in
PREG + STRAW rzbbits is similer to paterns of regional brain activity in (D pati=nts exposed to obsession
provoldng stimml, 25 well 2= o those observed in healihy homan mothers responding to infntassocisted =5
mukl.
1. Imtroduction ntermct with these mechanians ar the newral level. According ro this

conoepiza lization of mewmpsychiatic symplond, alterations in newum-

Maiiy types of netropaychlalric sy plorms occur along a condimsim bilogical mechandans that underbe the triggering of an adsptive

of severity tat includes non-patha ogical, “nonnal” expedence [eg,1,
2] Thas, otherwise adaptive behavioml, cognitive, or emotional re
sponges {“pavehophysiological” responges) ecome pathological when
they are sxmpperaied in intensity, prolonged in duration, or incrested in
frequency. Anxiety symptoms are 3 particulady clear example of this
ides acue fear (hir example, of a spider o salks) o tonle anockns
amusal can be adaptive and non-pathdegieal in certain drommstances.
However, acule amd tonic fear responses et are emeneally intenss,
prolonged, or ol of contexi ame non-adaptive, and compris the oo
symptoms of anxiety disomlers

Therelom, an undestanding of the nesmabiologleal wnde i nindng:
of neumpaychiatric symploms regquins an undemtanding of the pewral
mechanizmns that contml the fraquency, dumtion, and intensity of e
corresponding adaptive paychoph yeiological response, and how certain
stimuli {environmental, sxeial, or internal cues, for example) optimally

= Cofrespodading aufivd.
E-mvaldl uededee 30 seavn ool teovnmea 11 oo (L. Pl ae}.

byl g 101D, e TR L5 034

Recsved 24 Jasuary J01E Recdtved i svied foas 12 May J00E Accapiad T9 May 2018

Avalizhie online 07 June 218
E5-E338/ & INTE Bwevier BV, ALl ighis reserws]

pevchophyvsclogic al mesponse woukd determine symplom Fequency amd
context of s occcurence, while negmtive regulatory systems would
determine its intensity and duration,

We have propossd that maternal mest building in the domestic
a bbit { Crycanlogre camvicadis) can serve asa wseful model for e heeidating
the seumbiokgy undedying obsessve-compulsdve symptoms, 3 core
characteristic of olsesive canpuldve diorder (00D) and other dis
orders of the ol sive-compulive specinem [ 3-5). Obsesions are in-
tnzive, pemitent, and repetitive thoughits, while compulsions are re-
petithve, often sterectyped, behaviors pedommed ostensbly in onder 1o
mediste ansely smaciated with obsesions An Intriguing charactedaic
of OCD, e that may provide clues abowt the newerobiological origing ol
s symyploms, is thet the content of obsestions and compubiomns is mos
often related to one or more of the following themes contamination)
cleaning, danger/checking, symmetry/coumnting, aml  hoanding,
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Nuotably, each of thes sympbom categories imwlves evohitionar iy
comserved, adaptive cognitive-behaviom] responses [6-8].

Materntal nest budding in the rabbit comprises three behavipral
phases, orchestmied by hormonal changes of pregrancy, thal s ex-
predged in a reliable temporal sequence: (1) digging a nest bumow,
which typically oocurs during mid-pregnancy; (2) collecting nest ma-
teral {e.g., diy grass or staw) and depositing it ino the nest bumow in
ordier 1o form a nest, which typically oocios on a single evwilng dirdng
the final week of pregrancy, amd (3) plucking hair from the ventrnem
and lining the nest with it, which typieally occurs o the aight of par
turition (31 or 32 days after mating) [9-12].

The secomnd phate of matemal nest building, the collection of nest
materal or “straw carrying”, {5 the e of e present stdy. Tnthe
laboratory, we hove described this behavior in terms of individusl
components et comprise a stmw carrying “cyele™ [3-5] Thus, the
rabbit collects straw in her mouth by means of sereotyped head-bob-
ling modions, cardes the sraw into the net o and deposdts it thes
{often accompanied by digging into o semtching the foor of the mest
k], and then retums to collec! more staw. Appromately 2040 such
cyeles ame displayed during the straw carrying phese. In the laloratory,
the intmduction of straw into the rabbit's cage during late pregmancy
(e, 28 days sfter mating) quickly triggem sraw camyng, and this
belmvior & negatively modi lated by the quantity of sraw that is nide
the nest boee more straw ingide the nes box inbibde ongoing nest
building behavior les staw prolongs i [3). Importantly, osce the
straw nest i completely formed insdde the nest box, its removal doss
nil proveke a second sraw camying phate themfore, external stimmdli
assnciated with a completed straw nest apparently engage newmbioo-
gical processes teat stiate the motivation to collect and carry straw.
This belavor is adaptive only in a specific context (lale pregnaey],
and the signals that contml the cormect contextusl expresson ane the
harmones of pregmancy, the presence of nea budding noterial, and the
almunce (or presence) of 8 completed sray et inside the nes o, all
of which can be experimentally contolel Thus, staw carrying poo-
vides a unique opportenity o investigate peambiological mechanrizms
that control the initiation and termination of a complex, repetitive
e hanviomal response.

Befimvicaral Bron Resserch 351 (20180 168-177

Zxem) cul in the font The other mabbitn of tee stdy (Cestros™
n =12 were nol mated but were placed individually in wine cages
comtaining nest boxes for 28 dave prior o the experiment, under the
ocomditions dese i bed abiwe, Throughost this work, andmal care adhered
10 the Law for the Protection of Animals (Mexion ), and the protoool was
approved by the Andmal Ethics Commirtee o the Dnbversidod Avgdnomn
e Tlareak,

22 Experimental design

The experments wens indtiated betwesn 0830 - 10:00 h on the Zth
day of pregrancy, or in the case of eitrous mblits, 28 days alter being
mived into & maternal cage with a nest booc All females wene dended
atces Do et materal (sraw) until the day of the experiment. For kalf
of the mbhits, at 1 = 0 min, straw was placed inside the cage, but owi-
side the et b all staw was removed from the nest box and cage at
1 =30 min, The other hall of the rablits did not recelve staw. In all
cages, the bela vior of the rabbits was subse quently recorded for 60min
Thers: wem four compadson groips, as follows (1) PEEG + STRAW
{n = 7): preguant females were allowed to interact with straw bor
Mmin {21 PREG (n = 7 pregnond females that did not receive straw;
{3) ESTROUS + STRAW (n = 6F estrows Emales that wers allowed o
interact with straw for 30 min, (4) ESTROUS (n = 6} esros females
thant il nat receive stmw. Immediately after the 1 b observation pedod,
the rabbit was sscrificed and perfused

23, Saerifice, pafusion and bemrnohisochemisry

Females were anesthetized with a combination of Xilazine {im.,
Mhmg, in 1.5mL salie) and Ketamine (im., 150 mg, in 1.5 mL sline),
and then sacrificed with an ovendose of sudicm pentobarbital {iv.),
Zmin after meeiving an iv. injection of 10,000 TU beparin sulfte, the
latter In order to inhildt the fommation of blood ckis during the pes-
femion. Rabbils were perfused rangcardially, frat with physiological
saline (MaCl, 0.9%) and then 4% paraformakielyde in 0.1 M phosphate
Dnsffer. The lrains remained within the skull overnight, at room lem-
peraturs (RT)L The mext day, bming were removed from the gool] and

T the prezent study, we examined the mnern of ¢ P08 expx {a
marker of newronal activity]in the stiatum, somatosensary cortes, and
mitor comex siociated with the display of repetitive siraw camying
behavior. We cormdated ¢FOS exprssion ln tete mgont with pre
frontal egont, & well & with specific elaviom] pammetes o re-
petitive sraw carrying behavior. We pradicted that repettive simw
cartying would be amociated with increassd e FOS exprestion {n the
siriatum (cnxdate, putamen), in pan becnse of human studies that
obgerved MR activation of this egon in asociation with OCD
symplom provecation. Cur working model & thal staw camying be
havior in the mbbit & an adaprive, compulsve-like behevior that can
serve 1o modsl the neumbidogy of compulsions of O,

2. Materials and metods
Z 1. Animals

Twentysix adult (6-24 manths], maternallyv-experianced fmale
New Tealand mbbits { thet had arleast e prios full-term pregnancy, in
which a complete maternal nest wat constrrcted, and in which pups
were mited o weaning ), from the colony maintained at the Censo de
Investipneidn en Reproduccidn Animal, Tlaxeals, Méxion), wen used in
thewe experiments. They were maintained at ambient temperatoms
(15-25°C), on a long-day light cycle (lights on af 0600, lights off at
20:00 h), and given rabbit chow (Purina) and water ad [z,

Rabhits {n = 14) wene mated with a senially experiencad buck, and
placed individheally in large wine “maternal” cages {0 cm long » 60 cm
wide = 40em high), which contsined a wonden nest lox
(49 cm = ZRem = 27 em) hoving an endmnce (a hole of diameter

169

cIvop ted by suecessive ovemight incubations, at 4 °C in solutions
of inereating sucrose concentration (10, 20, and 30%, 0.1 M phosphate
busffer). Braing wem then frosen at —20°C and sectioned coronally
using & eryostal (40 pm), from the ratm] pole to e begiening of the
thalamus. Sections were processed for ¢ FOS immundhisoche mistry,
usming A protooo] previosly deseribed [5]. Free floating sections were
wisthedl thres tmes in phosphate buffer (PE) L1 M, pH 7.4 in order to
remove excess aklehydes, and then for 10min in 005% hydmogen
perimide in order to eliminats endogenoes peroxidase activiy. After
prencubation fr 1h in 1% noomal donkey smm (Santa Crux Bio-
technology, Sania Cruz, CA) sections were incubaied for 48 hat 4°Cin
the polyckonal antibody 5C-52-G { Santa Croz Biotee hnology), diluted at
1200600 werith 0. 1% Triten X-100 (Sigma, 5 Louis, MO in 0L 1M PB. This
vt by hos: been wsed suoce sfully to visual e the ¢ FOS protein in the
adult female rabbit [5]. The antibody solution was removed and see-
tions were washed 3 times in 0.1 M PE, and then processed with the
Vectagain Elite ABC Mt Veclor Laboratories, Burlingame, CA (bioti-
mylated donkey ani-gont s TgG, 1h at BT avidin and Tiotinylaved
homemdish peroxidame soluton, 1h af FTL Sectiont were ringed 3
times in 0.1 PR and ¢FOS labeling was visusltred wsing dizmino-
beenickin e ndcloel substrate working solution { DAB perosidase subsimate
EEK-4100; Vector Laboraiories). Sections were mounted onto gelatin
subbed dides, dehydrated and then coverdipped with Entelan
moimnting medivm (Merck Damstadi, Gennay ).

24 ¢-FOS cell quantificadon

Procesmed sections wene s ined wder bright-field dlemination in
. lympus CH2 microscope and 2 microphotographs were taken

108



Fig. 1. Demarostion of the smmpled aneas for esdch region of interest. 2} dorsal
putzmen {dPutl; b} dorsal candete {dCzudy o medial putamen (mPutl d)
medis]l candste (mCaud)y; & ventral potamen (vCandy f) ventral condsts
(viCand); g} somatosensory corex; h) primary motor corex; i) infralimbic
corex (Ix i) prelimbic cantex (PLY k) anterior cingulate mmtex {ACCK 13
premotor oortex; mi orbitofront ] aores (OPCY m) piriform cortex. ATl regions
were smpled from connal sedions comespanding approcimately to comonal
planes #300, #3460, and #5480 [Brain Atk of the Domestic Rabbit {{rycholomus
carenbucl, University of ‘Wismnsin Madison Comparathive Mammalisn Brain
Collection]. The photomioographs shown hers were adapted and modified
from the ahovementioned online brain stlax htp: A www. hrai nmusemm.or g’
S percimens A zgomar pha,/domesticrabhit

(1ing a 4z objective, encompasting dimensions of 2.2 ¥ 1.75 mm) from
each animal (n = 24), of each of the following aress of intere: caudate
nuclews (dorsal, medial, ventml dCasd, mCavd and vCaud, respec-
tively), putamen (dossal, medial, ventral; dPut, mPut, and vPut, re-
spectively), soirolosensory corex and molor cortes. In the mbbit (un-
like the rodent), the stdatmm & divided by the internal capsule into the
casdate miscles and putamen (eg., [12] see aldo Fig. 1 of the presmnt
atnly ). The sema tosensory {51) and mator (M1) comices were jdentifisd
based on previow: deseriptions of the rabbil neocorex [14-16]L The
stma e sy aren sampled would encompass the lip region [15],
while the primary motor cortex region sampled (area Precentral 1, Prel
[14] & most likely asociated with the “tnmk, eps muscles, and chi-
narum® [14]). This reglm is medially adjacent to regions of 51 that
correspond 1o the forepaws [15]. We ako sampled the following regions
ol the prefrontal corex, a5 deseribed in a previows mamescrip [5)
anterior cingulate cortex (ACC; BA 24), premotor { BA ), prelimbic {PL;
BA 32) and infralimbic (TL; BA I5) areas, orbitofmntal cortex (OFC),
and pirilorm coftex Comaal sections 10 be photogmphed of the
striatum were sélected poesde-madomly fron those cormespomding 1o
the approtimate coronal orientstion planes #5400 (cmdate nuclens
approximately Smm codal to the mstml pae) of the Brain Atlas of the
Diamestic Rabbit {Oryaolages cumicadis ) (University of Wisoonsin-Ma-
dison Compamative Mammalian Brain Collection website litpy
remdciencel |l ry ong /5 pecimens dagoinopha Admnedicr shbits

st oo U vinm beea i htnl ), and the Rabbdt Brain Addas [17], while thoss
ol the prefrontal comex were selected poewdoradomly Fom those
corresponding to the approximate corofal ofientation planes #7300
{OFC; approcimately 1 mm cawdal to the rostral pole) and #360 (all
other regions; approdmiately 2 mm casdal to the mstral pole )

The micrographs wemne coded, and oFDS labeling in these micm-
graphs wa quesntified by an observer {HCR) blinded 10 the identity of
the cormsponding sndma] and treatment comdition. Thus, each micm-
graph was cropped 1o inchide only the region of interest bagsed o de
fined landmarks, and labeled cells within the region of ntenst wens
camnfed in an awtomatic and unbisted manmer wing the soffwane
ImageP my Version 5.1.

The landmarks of the regions of interest, ad the dimensions of each
region sampled were the following: the caudate nucleus vas divided in

T
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three sections, dCasd: a horteontally-orientsd elipse (153 x1.28 mm)
centened adjacent to the tip of the internal capssks mCawd: a vertically-
orented rectangle (63 x 1.509mm) centered ventrally to the dorso-
bteral cawdate and medially to the intensal capsule wCawd: a hor
ontally-oriented ellipses {106 K115 mn) centered medially to the
inferior part of the internal capade and lateral 1o the ventralmost ex-
tent of the lates] watrdcde The putamen was also divided in thee
smetions; dPut: a verticallyorented mctangle (1.0%1.6mm) centerad
wventml to the comes callosum and siteated berween the internal and
external capales; mPut: a vertically-odemed ellipge (141 x 1. 14 mm)
centersd ventrally to the domolateral putamen and lateral to the in-
ternsl capadle; VPt 8 hodzontally-oriented ellipse (1.35 2155 mm)
centered laterally 1o the inferor pan of the intemal capsule and dor-
slly to the anferior oommichere The amss sampled from the motor
cortex and mmalsendory corex were verticallyoriented rectangles
(DL54mm x a variable length, the latter commesponding o the distance
frn the cortical swrface 1o the coms collosem ), placed as shown in
Fig. 1. For the prefrontal cartex, the landmarks of the regions of in-
terest, and the area of each region sampled were o described in a2
prevics maneseript  [5): ADC, a hodzontally-odented mectangle
{1.58 = .76 mim) centered adjacent 1o the tip of the corpis calloiem;
prelmbic cortest, a rectangle (1.26 ¥061 mm) centered ventrally to the
AL cortex and Bterally o the corpus callosum; infallmbic cortex, a
horzontal rectange (117 ¥ 44mm) pogitioned next o the nfedor
part of the bteral venrricle and ventmlly o prellmbic comex, piriform
corbex, a rectangle (1.31 x 048 mm) covering the most central pan of
the lateral plrform  cortess  OFC, a  hodwontal  mectangle
{L17x 053 mm), centered on the domal bank of the olfsciory sulos;
and premotor cortex, a hordzontal rectangle (15 x0.9mm), centered
dorsally o the superior pan of the corpus eallosum [18].

Aler quantilying the ¢ FOS label, the micrographs wem decoded
Cell coumits fmm the Dwo sections per animal were summed, and o FOS
bibeling density was caleulated s the nimber of labeled cells divided
by the total sampling area, for each region (number of labeled cells per
mm; [5,19])

25 (epiimtion of behavior

In rabbits thal were given sraw (ie, PREG + STRAW amd
ESTROUS + STRAW, the following latencies (in sec) were recorded: (a)
latency to imteract with the sraw, defined operationally as introducing
sraw Into mouth; (b) lsency 1o collect siraw In the mouth, distin-
guishable from simple imeraction eonse it involves introduec ing many
plecet of sraw into the mouwth and & accompanded by a stereotyped
“pulling™ {vertical headbobbing) motion; (c) bilency edter nest box
while camrying straw, and {d) latency to finish the firg “staw carrying
cyele” (oollest staw in mouth, enter nest box with straw, deposit the
sraw in the nest boo, et mest bos withowt kaving straw in the mowih).
We abio regisered the mumber of cycles camied ot diering the 30 min
wlBervation period. In the case of mbbits that did not receive sraw (La,
PREG and ESTROUS), we registersd the mummber of times, during a1 h
olmervation period, teat e rabbit entered and exited the nes box, as
el as e sl of Times the rabddn ate sbbit chow or denk water.

Smatitical analysis. Data of ¢FOS expremio were analyzed using
two-way ANDVA (Sigmaplot v. 11.0; Sysat Softwane, Incl, with re
productive state (pregnant or estrous) and straw (presence or abience )
a factors, and the density of ¢FOS label as dependent varialle Main
effects of reprodiuctive state and stmw were considend, alimg with
their interaction. Plumed pairwise opnparisons were pedormed by the
Holm-Sidak test. 95% confidence intervals wers caloulated e obsenved
ineang, 1ing SP55 soffware (v 15.0 o Windows, TEM). Gorrelationsal
analyses on o FOS epresion and belaviom)] data were done wming the
nonparamelric Spearman Rank Cormelation test and belavioml daa
were analyred using the nonparameiric Mann Whitney U test; both
amalyses done wsing SP55 v.15 software. In all caws, statistical sig-
nificancs was astismed where p-< (LB
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Fig. 2 Behaviors displayed by pregnant and estrous rablits prar to bemg
processad for ¢ P08 immunchisinchemmity. {2l Latency of pregnamt n=7)
and sstrows {n = &) rabbits to nberat with straw; (b} frequency of eating rabhir
chow and drinking water, for pregnant {n = 7) and estrows {n = 63 rabhits not
piven sirmw; and (<) frequency of enirances imto the nest box, for pregnamt
{n =7) and estrous {n = &) rabbits not ghven strav. The solid hor zontal lne
within the box represents the median, znd the upper and lower banders e
present the 7hth and 25th pereentiles, respactively. Lpper and 1ower whiskers
represent the 90th and 10th pencentiles, respectively. Double asterishs denobe
p o= 001

Estrous

3. Results

3.1. Behavior of pregnant and edrous rabbits in the presance or abeence of
s

Pregront mbbits presented shorter Intencies (o interact with the

m

Fehupviceral Bram Resamrch 351 (2018 168177

Araw  compared 10 etrous rabbits (Mann Whitey U = 00000
P < 001; Flg. 2a) Whils pregrent mbbits slmost immediately began
torcodlect and camry the stmw after it was placed intothe cage {time of
placement of straw inbo cage was desighated a6 1 = 04), graw-dineced
behavor of estroes mbbits was limited 1o nibbling on or eating the
Araw, but nat collecting or carrying i Ths, for pregrant rabbits, the
imedian time to enter the ned box while carrying straw was 785 (in-
terqeadile mnge =191 5], and the median Hme to complete a ful
Araw-camying cycle was 795 ¢ (intenprartile mnge = 432 41 During the
Imin observation period, pregnant mibitg displayed a median of 12
{intergquarnile range = 7 cycles) straw carmying cycles.

Tt acheli o ter the obviones differences between pregnoant and esrous
rablits with mspect to their belaviom] msponde o sraw, we also ob-
mved subtle behavioral differences between these two groups in the
abaenoe of straw. Thiss, e i ber of times iat tee rabbin ate chow o
dank water during the 1 h observation period was increassd & preg-
mand ralbitg, compared to estrous (eating and drinking: Mann Whitney
U =130 p = L00E; Fg Ih). However, another behavioral measume,
the member of entmnes into the nest box during 60 min, was nol sig
nificantly different between the two groups {Mann Whithey U = 165
p=0.534; Fig. Zc)

32 ¢-FOS obeling in the srigum (couwdate and pusimen), somamsensry
cortex, and primany mokr corer

CFOS expression i the stdatiom (domsal, medial and veniral e
date and putamen) and in molor and somalesensory contices were
andlyzed by 2-way ANOVA, with mproductive state (pregnant, o &5
imiet) and straw (present, of abeent) entered as nde pendent variables,
el ¢ FOS label density = the dependent variable. Significant main
elffects of siraw were observed in all the regons, whils main effects of
reprdiuctive state were found only in the dPut, motor, and samato-
sensory cottices (Table 1) Significant meprodoctive state by sraw ine
teractiond were observed for the vCand, dPut, primary motor coriex,
and somatosensary cortex. Posi-lie pairwise compadsons indicated
et e-FOS expresion wis significantly increased in the dPut, vCaud,
prmary molor cofex, and somatosntory oorlex in pregnant females
given sraw, compared o estrous Emales given siraw. By oontrast, this
comparison wad nol siatistically significant for other striatal regions
(dCmul, mCmed, mPut, and vPut) (Fig 3 Table 2). Represatative
photomicmgmphs of primary molor corfex, sensorinolor cortes, ca-
ate, smd pustamen sre presented s supplementary materlal | Supple
mentary Fige. S1-541

This analysis also ddendified bmin regons that were activated in
mspciation with the mbbit smply intemcting with the straw, without
eollecting or carrying it Thus, while all megions analysed showed sig
nificant main effects of straw (Table 1), the pomt-hoc comparisn of
ESTROUS + STRAW and ESTROUS was signdficant for mPut and vPut
(Fig % Table 21 By contrast, none of the brain regons analyzed
dhowed significant post-hoe differences in oFOS epresmion between
PREG atd ESTROLUE mblits.

3.5 Cooctivetions of sriatal aned cortieal reglons it PREG + STRAW and
ESTROUS + STRAW rabhits

Thee resulis of the Z-way ANOVA showed thal ¢ FDS expression in
the dPut, vCasd, prmary motor corte, and sodnatodensony corex was
mapciated with the dispay of repetitive siraw carrying. Since the
Ariatum receives topographically-organized mput from the entire cor
ebral comex, we wed a comelation analysis in order 1o test for “coac-
Hvations” betwesn Uuwste striatal aness and prefontal, primary modor,
andd mmatosensiry cortices, contidedng only thaee mbbits in the
FREG + STRAW group (n = 7L We use the term “coactivation” heme in
amler o resfer to two distinet brain megons that showed sgnificantly
correlated o FOS expression, implying that both regions wen activated
1o o8 similar ectent sometimes durdng the oservation perdod. However,
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Table 1

Fehmiceral Broin Beosorch 351 (2018) 188177

Twoway ANOWA main effiscts of reprodocive sete {pregrent, esirons ) snd sraw (present, absent') and thetr intermctions. Statistically s gni ficant effeos ane shown in

bald type. 85 denotes somatoeensary contex

Sl =l Wil P Pt wTud Moty 55
Rep aame Fl} =01 Fi} =03 Fl) =04 P{l} =99 Fi}=02 F{lj=101 P{1} = 158 F{l1} = 149
P o= B0 P =051 P =055 P =005 o= 0T P =0z P = 0.0l Pz .00
Swaw F{I} = 145 Fl}= 188 F{l) =58 F{l}= 105 P} = 190 F{l} = 18 F{I} = 495 F{l} = &70
P = < QLDOL P LDOE P = 0825 P = 0004 = - Dol P o= < b0l P = 0001 P = = 0001
Rep ame & S Fl}=12 FHi1]=17 P{l} =73 F{l}= 10145 Fl} =08 Flj =03 F{l} =339 F{l}= 155
P o= 028 P =021 P o= 013 P = 000 P =03 P 0E2 F = 0.0l < 0008

duse o the temporal dynamics of ¢-FOS expretsion (8 gradua] e acros
appmaimately 45 min after inducing stimulus, and then a decline across
the following howr), the tempom] resohtion of this technique iz not
sufficiently sasitive o resolve whether cormelated regions were acti-
vated dmultaneowdy or ssccemively. This, comnectivity relationships
cannod be inferred from this analysic

With regards to siriatal prefrmial coactivations, we fond teat e-
FOS expression in the dPut was significantly commelated with that of the
premotor oorlex, o-FOS expression in the motor corex was sim ificanly
correlated with that of the prelimbic and premotor cortices, while e
FOS expression in the vCaud and somatosensory cortex was not sig-
nificantly corvelated with any of thete prefroneal regions (Talle 20
With regands o cormlatios among sriatal regions and the somato-
senzory and primary motor cortices, we found that P05 expresion in
the dPul wis significantly cormlated with expresion in the dCad and
primary motor cortex (Table 4L ¢ FDS expresdon in the motor cortes
was correlated with that in the dCoamd and dPwl. C-FOS expression in
viaud and somatodendory cortex was nod significantly correlated with
any of the other regions.

These correlation pattems were nol observed in estrous mbldls tar
were given staw (Table 51 This, in ESTROUS + 5TRAW mabbits
{1 = &), c-FDS expresion inthe dPut and dCawd were nat dmificamly
carmelated with that of the somatoss neory or motor cortices. Tnstead, e
FOS expresion in the vPul was negatively correlated with that in the
dPut, while showing poddve comelations with the dCaud and mPur. C-
FOS expresim in the vCasd was significantly cormdated with the
mCaied, and ¢FOS expresion in the rimary motor conex dhowed a
sigmificat positive cormelarion only with thet of the somatosens oy
cortex. However, due to the mature o this analysis (all possible comre-
lations were tested), the possibility of type 0 emor is Increased; there-
fore thess malts should be considerad preliminary. In the case of es-
trows rabbite, we did not hewve data on eFO5 expresion in the
prefrontal corex, and s we were tnable 1o et for correlations with
thse megione

34 Gorelavwe betwes reglonal cFOS expressdon and behadoral
s

Finally, we camied ol an exploralory analyiit of correlations be-
tween oFDS exprssion in e stdatal, prefrontal, moder ad somato-
sengory regions, and the following belavioral parametens of repetitive
stmw carying (Hollman and Rueda-Morales, 2000, 2012) [3,4]: (a)
latency 1o interact with araw; (b)) btency to enter the nest o while
carrying straw; [ ¢ latency 1o complete the Gst staw carrying cvele; (d)
mean Hme spent ingide the nest box per cycle; (o) mesn lime spant
wrtgide tee mest box per cycle; () mean eyele durstion; (g) range of tims
spent Inside the nest box per cycle acros all eyoles (e, the longest
tHime spent ingide the box minus the least time spent inside the box; this
temm reflects vadabiity berween cycles with respect 0 this measure);
(1) range of time spent owlgide e net bos per eycke acros all cycles
(iLe, the longet me spent ouiside the box mimes the least time spent
austside e box; this term reflects vadability between cycles with re-
spert 1o this measure}, and (i) range of owle duration acmos all cyces
[ the longest eyele duration mimes the shortest cyele dumation; this tem

17z

reflecis varability i eyele duration) OF all of teete beleviom] mea
sures, we fomd the following significant positive comelations of re
gional ¢FOS expression with belavior: (1) wCaud and range of time
speid inside the nes b per cyele (= OB po= 002 (2) ACC amd
range of time spent ingde the nest box per evele (r = Q79 p = QM)
{3V IL amd mange of thne spent lside the nest box per cyele (r = 0,93,
p= 0003 IL and mesn time spent ingide the ne box per cycle
(r="0078 p=0.04). Additionally, the fllowing significant negative
correlations were fomd: pidfomm corex and mean time spent oside
per oyele r= —0LB6; p =0L01) piriform cortex and mnge of time
spend gutside per cyele {r = -0UB6; p = 0L01); pirikerm corex and range
Od’q"de duration (r = 082 p=002). Thess regults should be oon-
gdered preliminary, doe 1o the exploratory mature of the analyss and
the increated possibiliny for rype I emos.

4. Discussion

In the present stsdy, we fmd et repetitve stmw-carrying bels
vor in pregnant mblis was asociatad with increased o-FDS expression
in specific dristal regions {(dPut, wCand), 2= well ag in the motor and
semaltse nary oortices, comperad 1o estrous rabbits that were able
imteract with straw, bt did not collect and cany it Moreover, a oo
melational analyis of ¢FOS expression in PREG + STRAW mbbits re
vealed comtivation among regons that are known from indepe ndent
stisdies to pamicipate in comtico-basal ganglia thalamocortical cimaits.
Specifieally, dora] striatal and motor ot regions (dPwt, dCaud, and
primary motor oortex, a3 well & premotor and prelimbic cortices,
showed cormlated o FOS exprssion. Additionally, ¢ FOS expresion in
“Hinbic-asocited” mgions (e, vawd, Put, IL, and AQC) was podi-
tively comelated with behaviomal measeres inddicative of imer-cycle
varability {the range of time spent inside the nest o per cycle, range
of eycle dumtion). By contrast, ¢ FOS expresion in the piriform comex
wat negafively cormelated with behsivioral mesumes indicative of inter
cyele vadability (mnge of thne spent outside per oycle, range of cycle
duratipn), A digtinet pattern of regional eFOS cormlations wal ob-
served in ESTROUS + STRAW animalk,

4.1. Regonal c-FO5 expression

4.1.1 Reghonal ¢-FOS asociated with repetivive seraw carmrying

The dPut, vCand, primary motor cortex, and somatodengary oorex
were mgons wherne [neresied oFOS expression was slsctively s
ciated with repstitive stmw camying. With respeet o the dPu, we
propose that this area is functionally homoogoes o the dorsolateral
Arianmn in the mt, ad o the doral or domocmsdal puiamen in the
Ineman and nondisman primsee. This proposal is besed in part on oer
olmervation that ¢-FOS expression in the dPut was dmificantly corre
tated with that in the dCand and primary motor cortex, congdaent with
a close functional mlidmship among thess areas (see section 42).
Activity in this sristal ares has been stsociated with inflexible bela-
viar, hablt learning and expression, and stimulesreipome type beha
viom [20,21], @ well as with the display of groom ing behavior in the
rolent (a species-specific, sequenced behavior; [22]). Owr Anding that
repetitive siraw carrving in the rablit was sseiated with activity in
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thig stratal region comesponds well 1o the notion of a dorsoventral
Tune toasa | gradient within the sriatum, with dors) striatem mediating
habit and imlug-responss behavior and vental striatiom medisting
goal-directed behavior [20,21,23].

Inereasmd ¢-FOS expresion in the vaud was alay siesciated with
repetitive staw carrying behavior. We propose that this region i

173

functiosally homologous to the vCaud in heman and nonhuman pri-
mate, and the ventral siriatem in the rodent, based in part on the ob-
srvalion thal ¢-FOS etpresion in the vasd wa significantly comre-
Lted with several behaviomal memsums relted 1o 8 more fexible, or
variable, paten of draw camying behavior. Tn oontrat o dossal
striatal regions, the ventral stristum (incheding the vawd and meclens
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Table 2
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P08 Inheling o eoresi tles ]zt souome means, with standard emor in parentheses, fillowed by C1 95 in brackets) coresponding to main effsots of reprodnctive states
and straw, and planned pairwise comparisons {Haolms — Sidak), the Jatter carmied out in cases whene imsraction emm was significant. In cases whese the neraction
tzrm was not significant, significant main effects {pregoant v, estrous, staw Ve no sitaw) ane denoted by same superscript letbering. For plammed pairwise cmm-
parisons, same supeTsoript ket nepresent statistically significant comperisons. 55 denotes somatrssnsoTy conter.
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accumbens) has been smciated with rewanl procesing and the ex- it = = = = = nEn: AL
presson of feble, goaldimeted behavior [20,21,27] Ineressed aeti- s - 2 t « B e e
vation of this region during repetitive graw camying i3 consistent with {0z

fume tiomal models that propose that peural systems underlying habit
and Aexilde goabdiecesd behavios act in paraliel to modulane the
ongoing exprestion of ingtnamental belavor, with the balance shifting
Tetwoesen belavioral Medbiling (ventral stristem; goal-directed) and in-
Aexibdity (domal stiahem; habit), sccording o existing contingencies
[24-26].

Table 4

In addition to specific st regions, we fomd thet o FOS ex-
presion in the primary moter and somatosensory cortices was s
ciatedl with repetitive straw carryving. The lamer activation pattem
might be relsted to nereased procssing of somatossnsory stimuli -

Inira-sirizis] and striatal. cortical o POS cosctivations, of PREG + STRAW amimals {n = 7). Spearman cor relation cosfficemnts are shown, along with shetr significance

lewvek in parentheses. 55: 5 omainsemsory oorbes.
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paricularly Fom the mowth region [15] - that could be ssocinted with
identifying sraw as a nest builling material and gathering a certain
queantity of it in the mowth, before camying it the nest booc Likewise,
increased activation in the primary motor cortex might reflect ine reased
motor cutpul during repetitive straw carnying behavior,

4.1 2. Regionial &-FO5 expresdon aisociated with non-specific (non-draw
carrying) interactions with seraw

Dhir analyges aldg identifed aristal rmgons thar dhowed an inereade
in e-FOS expresion 6 reponse 1o interacting with staw, but st ool-
lecting of carrying it Thus, in the cage of non-pregnant mblits, staw
that was placed into the home cage was investigated wvsually, by o-
faction, and by nibbling on it In most cases, the rabbit spent an ex-
tended pedod of time (minnes) ofbbiing on and eating the sraw, b
calecting straw in the mouth and camying it into the nest ok was
never observed. This behavior was amociated with incressed oFos ac-
ity in the vPut, mPut, dCawd, and mCaud

4.2 Coactivation af brain regiorns @ determdned by ¢-FO5 expresion

Neurmmnatoanicsl stisdios have shown that corticostriatal projections
intdee rabbit ame topaopraphdeal ly organized ina manner thet is genemlly
similar to the himan and non-human primate (Haber 2004; Morris
et al 2016 Di Marino et al, 2008) [13,23,3728 70] Thus, in the
rablsit, the ventmmedial prefrontal comex (BA 25; mfralimbic corteg
projects to the ventmal stristum (viawd il meclews acciumbens ), while
the prelimbic area (BA 32) projects 1o the dCaud, and the ACC (BA 34)
region projects to the mCasd, mPut, and vPul. The orbitodrontal region,
on the other hand, projects o the msatral vPul Premotor, primary
maotor, amd somatmendory cortices project 1o mome domsal and lateral
giriatal regons, inchading the dCasd and dPut [ 13 1E].

Functional comecivity stdies in humans indicate a similar arga-
nieation of corticostriatal projections [ 23,37, 28, 30]. Thus, medial pre-
fromtal regions (eg., BA 35, 32 and 24, media) orbdtofontal oortes ) am
fune tiomally comnectad to tee ventral striatum (nuscleus accumbeng amd
vOmul), while lateral orbitofrontal cortex showed functional con-
nectivity with the vCmd and vPut [ 28], Anterior premotoncartex (RAR)
shows fenctional conmectivity with the dCasd, while supplementary
molor ama, premotodr oortex (BAGY, and primary motor cortex (BA4 ) ane
henetionally connected to dCawd and dPant [27,28]. Corticostriatal
projectiond in the nom-human primate likewise show a similar topo-
graphy [30].

The present analyses revenled that repetitive staw camying bela-
vior was asmociated with a patiem of correlated o FOS expression that
incl sl dfPut, dCamd, primary motor, premodor and prelimbic cortices.
Although comectivity patierts cannot be inferred bated an this ana-
Iysis, this cosctivation patiem is consstent with known functiona] and
cimnectivity relatiooship among thee areas (disossed above).

When comelations betwesn o FO8 expression amnd behaviaral vad-
ables were explored, we found that ¢ FOS expression in the v,
vPut, I, awl ACC was sighificantly correlated with mestums that
would indicate 8 more Bexdble expression of repetitive stmw carrying,
in which the time sent ingide the nest o and /o cycle duration varied
more widely berwesn cyeles. This coactivation pattern and is re
lationship with elaviom]l meanmres are alse consBrent with known
fuene thomea] aned connectivity relationshdpe among thess ama, o well =
their asmoetation with flexible, mal-dimected behavior. Overall, thess
regional coactivation patlems coincide with those that heve oon-
sistently been ssmciated with obbssive-compulsive symptoms, habit
and stimulus-meponse behaviors, and adaprive maternal behavior, s
discumead in the following section

Tnterstingly, e dComul wes e only friatal megon Ut showead
cmctivation with megions {dPul, motor cortex) asmociared with re-
petitive straw carrying (an infledble, stimmilus-regpongs type inbeme-
ton with stmw of PEEG + STRAW group) a well a5 regions (mCansd,
mPut, vPul) asociated with imemerirg with straw, but st collecting
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andl carmying it (in ESTROUS + STRAW growp). This oleeration sug
gests that the dCasd could be a region that “gates” the expresdon of
Aexible and nflexible beloviom] meponses. In this context, it is com-
peelling that the dCmsd was positively cormelated with the dPst during
repetitve straw carrying in premant rabbits, but negatively correlaied
with this same region during non-giraw carrying interactions with straw
displayed by sttrous rabbits (see Tables 4 and 5). Tn this e cir-
cunstance, dCmxl was positively correlated with the vPut and mPul. It
i motable that, in the rabbit, this region of the casdate maclens { dCaud)
recelves inpud primadly from the mediabmot regions of the neoooris,
which would include cingulate, premotor, and primary molor cortices
fial

4.0 Relwionship o maternnl behavior, habit ad OCD

In the pregnant mbbit, the motivational slience o staw (nereses
after mid-pregrancy, when it changes fom a newtral o pedhaps mildy
intermaing food matetial b0 a8 matemally-relevant stimndes (nest
Duildking material), The present sty shows that the pattern of e FOS
eipression amociated with straw carrying behavior resembles the par-
tern of activation of lraln reglons staociated with materned behonvior
and mesponsiveness 10 maternally-relovant stinuli Ths, the present
el s, ad well a5 thoss from 8 previows study [5] pamiel the resuls of
shisdie of human mothers showing that the prefrontal conex and
ariatiem participate impodantly in matemal s venss 1o infant-
msnciated simuli [31-33). Specifically, a baby's ery elicits pairerns of
brain activity that include the stedor cingulate and orbitofrontal
cortices {associabed with stimules valence and motivarional saliemce],
a well 8 areas asmoctted with belavioral planndng and sxecution,
such a8 the supplementary motor ama and dorsal sirianom [34-36].
Although such parental refponset are adapive and “normal®, the re
ported  incresse in noneclindeal sl clindeal obsessiwe-compuldve
sgympoms during the poaparum pedod (in both the mother and har
male partner] aggess that commonalities edst between the newral
cimuitey that underlies these adaptive meponses and that which un-
derlies ol ve-compulshie symptoms [37]

The pattem of ¢ FOS expression asociated with stmw camrying also
overdaps with brain regions that have been implicated in the expression
of goa] directed and habitsal belsavior, which are suggested 1o comprise
seyregated, bul interacting neural syftens thal operate o paralls]l 1o
guide instrumental behavior [38,30]. The stdatmm & organited ac-
cording toa functional gadient such that the ventral driatum & -
ciated with motvation, doemomedial with goaldirected sction, snd
domolateral with halirsal and simuhs-reponse bebavior [40]. Ths,
activation of premodor and primary motor comices, along with the
dorsalateral stristem (in the case of mdenis) and the domal candate and
putznen (in the case of primate/human) has been smeiated with the
expression of habit behavior, while activation of the odbitofrontal
cortex, ventrmmedial prafodntal conex and ventral casdate have been
manciated with fexble goal-directed behavior [26-25,41-43]. A
inginber of stisdies have implicated contical motar areas and dorsolateral
sriatum in the expression of movement sequences, initiated and 1er-
iminated in a specific manmer and comprising indhtidieal behavioral
compodents that can be modified based an g leaming prscess that in-
volves the activation of dorsal putamen [41,44-461

Consistent with our progosal that straw carrying behundor can sve
a5 8 e ful model for understanding the neu mbiclogy of compulims in
OCD, the pattern of newronal sctivity ssociated with straw carnying
inchedes many brain regions that have lilewie been implicated in
oluetadve-compul sive symploms. Studies of resting state activity {n OCD
patients show increated hmetional comectivity among biain regions
that comprise corlicatdatal thalamocorical cimuils, compared o
hemlthy emimd [47]. OCD sympiom severly was cormelated with in-
creakeld contectivity between the OPFC and putamen [45], and e
wentmal stdatem and anterior clogulate cortex [49] In a symplom
provocation stwdy [26], OCD patents showed hemssed offective
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comectivity between veniral stistum amd ventromedial prefromntsl
cortex, which were deactivated in msponse o symplom provocation.
Other symptom provocation stisdies have shown incrested activation of
the OFC, cawdate, and putamen in OCD patients exposed b0 spmplon-
provoking stimull (Simon et al, 2004; Bajoud ot al, 2073; Rolge o al,
I0R; Mataiz-Cols et al, 2004) [50-52]. Suane stcdies suggest that OCD
involves an imbalance in the activities of newral systems that regulare
the exprestion of halitual vemus fexible, goal-dirscted behavior, which
Favors the epression of kabit belavior [24,26,42].

Alihough the com symploms of O are obsssons (intnisve
thoisghts) ad compuldons (repetitive, often deeotyped, behaviar),
this disender is quite heterogensous with respect 1o the content of the
obmedons and compuldong, a5 well as their underlying subjective
muotivation Factor analysis has consistent]y supported 4 or 5 symplom
dimensions, baged on the content of the patients obesions and com-
pulsions. Tt symptom dimensions comprise: (1) contamination
cleaning (contamination obesions and cleaning compubions) (2)
doulyt {obsesions relsted to hamm or safery, and compulsons such =
checking); (3) soaml aggresivwe, o religious obessions (4) aper-
stitions obgessions and rinsal red compuldons, (5) boarding obsesions
amd compulsions related 1o symmetry [E]. An allernative model pro-
ot two dimendions, based on the patient’s motivation to pedomm the
compulsons “ham  svoidance” aml “incompletenes” dimensions
[53-55]

A few imaging stichies havwe been carmried out in order to detemine
whether distinet symplom dimensions ae asmociared with the activa-
tion of different brain megont In one spch study [52], OCD patients
were gmuped a5 “wahers™ {contamination/deaning  dimension),
“checkers” (checking and aggresive symploms), or “hoarders™ {pri-
marly hoarling symploms]l When tese groups were presented with
symplom-provoking stimull in the frm of photographs, all showed
Increnssd MR activation in the OFC amd visual processing areas
However, washer showed incrested activity in the right caudare and
ventmimedial prefrontal regiaes, while checken showed Incrased ac-
Hvation in the putamen, globus pallidus, thalamus, and dors) cortieal
ares. In a stidy that specifically compared (MBI activations in OCD
patients with and withowt hoarding symploms in a sympiom prowses-
tion paradigm [56], hoarders showed dgnificantly incresged activations
within the ventromedial prefontal cornex (VMPFC BA 11,/10), com-
paned o OCD non-hoanders and healthy controk. Considering all OCD
sulyjects, suljective andety provoked by hsnking-related stimull was
potitively comelated with a number of additional areas, inchuding
hippocampus, amygpdals, ventral striatum, and ssnsodmotor oectex. By
comtrast, nepaive comrelations with subjective amdery were observed lor
basal ganglia regions (cawdate and pstamen), antedor cingulate gyns
{BA 24) and domsolatera] /media]l prefrontsl regions (BA 32/8/10/46)L

The preseat results show that repetitve siraw carying beleavior i
selectively smuciated with oFOS label in the dPut, vCand, primary
madar, and Somaimensony cortices, dlong with a partern of pegional
cmctivation that inchades prelimbic, premotor, primary molor oo
tex somatosensory corfex dCaud, and dPur Additionally, a previous
sty showed activation of the ACC, OFC, and pidform cortices asa-
ciated with straw carrying belavior [5] This, considering washing,
checking and hoanting dimensions of OCD, the patern of ¢-FOS5 ex-
predgion asoriated with repetitive straw carrying {5 most smiar to
increases in BOLD fMET signal in indbvideals with checking onmpl-
siode This proposal is horther supported by the chamoteritics of stmw
carrying behavior, which involes monitoring the states of nest con-
pletion and external stimuhs-bated negative feedinck mechanisms that
inhildr straw carrying onoe the nest i finished [3,4]. Indeed, 3 belavior
resembling “checking™ & displayed by stmw camying rabbits in re
aponse o an experimental mandpulation when a completed nest &
placed ingde the nest box before the mblit is able to collect and carry
straw [31

The preset readis are consitent with models (st propose that
vhseidve-compuldve symploms are  pathological expressions of
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nomnal, adaptive comitive amd behaviom] responses. Since matermal
nest building motivation & activated by specific hormonal o (es-
trogen and progesterons), this beheviom] model might be especially
wmeful o define newral mechonians by which reproductive state and
gonadal homomnes provoke o exacerbate cemain obseisve compulsve
symploms, 2 in the cae of obsesive compulsive symploms asociated
with pregnancy and e premensroum [57-59]
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