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Resumen

La comunicacién quimica juega un papel crucial en la vida de los mamiferos. Existen
comportamientos ligados a este tipo de comunicacion. Un comportamiento distintivo y poco
estudiado, asociado con la percepcion de estimulos odoriferos producidos por sus congéneres
es conocido como la conducta de Flehmen. La conducta consiste en que el animal que percibe
el estimulo odorifero adopta brevemente una expresion facial rigida, con la boca ligeramente
abierta y, en el caso de algunas especies, el animal encrespa el labio superior hacia atras
mientras inhala el odorante. Tradicionalmente se ha propuesto que esta conducta ayuda al
transporte de moléculas hacia el 6rgano vomeronasal, que es la primera estacion de recepcion y
procesamiento de odorantes por el sistema olfatorio accesorio y que estd implicada en la
recepcion de feromonas, principalmente en contextos sexuales. Sin embargo, estudios previos
sugieren que esta puede no ser la unica funcion de la conducta de Flehmen, ya que se ha
observado en respuesta a estimulos odoriferos de coespecificos fuera de contextos sexuales.
Por lo tanto el objetivo de esta tesis fue investigar la presencia de la conducta de Flehmen en el
gato doméstico Felis silvestris catus, utilizando un disefio experimental alejado de cualquier
contexto sexual. En el Experimento 1 evaluamos la respuesta de 31 gatos domésticos castrados
en etapa adulta (18 machos, 13 hembras) al olor corporal general de 20 crias de gato
provenientes de 5 camadas, colectado cuando tenian una y siete semanas de edad. El olor
corporal de las crias fue colectado y presentado a los gatos adultos en hisopos de algodén
estériles. Cada adulto fue expuesto solo una vez con el olor de una cria en cada condicion de
sexo y edad. En aproximadamente la mitad de los ensayos los gatos adultos en cada una de las
ocho categorias de prueba (machos adultos y hembras adultas presentados con olor corporal
de crias de gato machos y hembras de una semana y siete semanas de edad) respondieron con
la conducta de Flehmen. No mostraron esta conducta cuando se les presentaron hisopos de
control en blanco. En el Experimento 2, se utilizaron 30 gatos adultos castrados (15 machos y
15 hembras) donde en menos de la mitad de los ensayos respondieron con la conducta de
Flehmen al olor corporal de donantes no coespecificas de mamiferos (5 hembras sexualmente
intactas de caballo doméstico Equus caballus, 5 hembras de perro doméstico Canis lupus
familiaris sexualmente intactas y 1 puma Puma concolor hembra sexualmente intacta). No se
mostr6 la conducta de Flehmen en los ensayos realizados con el olor de un alimento preferido

por los gatos (atiin enlatado). Concluimos que la presencia de la conducta de Flehmen en el



gato doméstico no se limita a un contexto exclusivamente sexual, sino que tiene un papel mas
amplio en el sistema de comunicacién quimica de esta especie. Cudl podria ser este papel

requiere una mayor investigacion.

Palabras clave: Comunicacion quimica, olor corporal, conducta de Flehmen, o6rgano

vomeronasal, sistema olfatorio accesorio, gato doméstico, Felis silvestris catus.

Nota: Las restricciones impuestas al contacto personal directo debido a la pandemia de
COVID-19 nos impidieron obtener mas muestras de olores y realizar las pruebas en gatos
domésticos. No obstante, planeamos continuar con este programa tan pronto como las
circunstancias lo permitan. Mientras tanto, los resultados actuales ya indican que la funcion de
la conducta de Flehmen no se limita a contextos exclusivamente sexuales y que no es exclusivo

de los machos.



Abstract

Chemical communication plays a crucial part in the lives of many mammals. A distinctive
but somewhat mysterious behavior associated with the perception of odor stimuli from
conspecifics is known by the German word as Flehmen. This consists in the animal perceiving
such a stimulus briefly adopting a stiff facial expression with slightly open mouth, and in some
species curling back the upper lip, while inhaling the odorant. This has been thought
traditionally to aid the transport of molecules to the vomeronasal organ, the first station of
odorant reception and processing by the accessory olfactory system and implicated in the
reception of pheromonal stimuli, particularly in sexual contexts. However, previous reports
suggest this may not be the only function of Flehmen as it has been observed in response to
conspecific odors outside of sexual contexts. It was therefore our aim in the present study to
investigate the performance of Flehmen in the domestic cat Felis silvestris catus using a design
removed from any sexual context. In Experiment 1 we tested the response of 31 adult neutered
pet cats (18 males, 13 females,) to the general body odor of 20 kittens from 5 litters, collected
when the kittens were one week and again when seven weeks old. Body odor was collected on
sterile cotton swabs and then presented shortly after to the adults. Each adult was tested only
once with the odor of any individual kitten within its sex and age class. In approximately half
of the trials, adults in each of the eight test categories (adult males and adult females tested
with body odor of one-week and seven-week-old male and female kittens) responded with
Flehmen. They did not show Flehmen when presented with blank control swabs. In Experiment
2, 30 neutered adult cats (15 males, 15 females) responded with Flehmen to the body odor of
non-conspecific donors (5 sexually intact female horses Equus caballus, 5 sexually intact
female dogs Canis lupus familiaris, and 1 sexually intact female puma Puma concolor),
although to a much lesser degree. None showed Flehmen in response to the odor of a preferred
food, canned tuna. We conclude that Flehmen in the cat, and by implication possibly in other
mammals, is not confined to sexual contexts but has a broader role in this species’ system of

chemical communication. What this role might be requires further investigation.



Key words: Chemical communication, body odor, Flehmen behavior, vomeronasal organ,

accessory olfactory system, domestic cat, Felis silvestris catus

Note: Soon after starting this project and with the intention of obtaining sample sizes
sufficient for performing meaningful tests of statistical significance, the restrictions placed on
direct personal contact due to the COVID-19 pandemic prevented us from obtaining further
odor samples and testing cats of private owners. We nevertheless plan to continue with this
program as soon as circumstances permit. Meanwhile, we consider that the results already
indicate that the performance of Flehmen is not limited to sexual contexts, and not only to

males.
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1. Introduccion

1.1. Comunicacion quimica en mamiferos

La mayoria de los mamiferos, con excepcion de algunas especies marinas como los cetaceos
y algunas especies de murciélagos (Mucignat-Carreta et al. 2012), utilizan en gran medida las
pistas y sefiales quimicas para la regulacion de su vida social (Albone 1984; Brown y
Macdonald 1985). La sefializacion quimica tiene varias ventajas y pueden percibirse en la
oscuridad, lo que es importante para los mamiferos, ya que muchas especies son
principalmente nocturnas o crepusculares. Las sefiales también pueden viajar a través del
viento o el agua, lo que les permite ser detectadas a grandes distancias; pueden pasar por
encima o alrededor de barreras fisicas; y cuando se depositan en el medio ambiente, estas
pueden seguir siendo detectadas por largos periodos de tiempo en ausencia del emisor de la
sefial (Dusenbery 1992; Bradbury y Vehrencamp 2011). Las funciones mas importantes por las
que los mamiferos utilizan las sefiales quimicas incluyen la localizacion y eleccion de pareja,
defensa territorial y el reconocimiento y categorizacion de miembros del grupo social, incluido
el reconocimiento entre madres y crias (Albone 1984; Brown y Macdonald 1985).

La importancia de la comunicacién quimica se refleja en la presencia de matrices de
glandulas cutdneas odoriferas (Mykytowycz 1972; Stoddart 1980; Agosta 1992; véase un
ejemplo en la Fig. 3), asi como en patrones distintivos de deposito sobre el sustrato o
distribucion en el aire de secreciones producidas por dichas glandulas, junto con orina, heces y
saliva, ademas de depositarlas en lugares estratégicos del medio ambiente (comportamiento de
marcaje) para aumentar la probabilidad que miembros coespecificos relevantes las detecten. Un
ejemplo de ello es el liberamiento de sefales quimicas en mamiferos mediante marcas de orina
y heces, que en la mayoria de los casos sirve para delimitar territorio entre miembros de la
misma especie, por ejemplo, en el caso de las hienas marrones, que hacen uso de una glandula
anal para marcar el drea donde pasan la mayor parte del tiempo, o los titi leon dorados, que
hace uso del marcaje con orina en los arboles frutales para poder reconocer sus fuentes
principales de alimento, asi como para indicar la propiedad de los recursos. La produccion de
sefiales quimicas y el comportamiento de marcado, asi como la naturaleza de respuesta a ellas
por parte de coespecificos suele estar mediada por el sistema endocrino (Keverne 1983;
Vandenbergh 1983; Breipohl 1986; Hudson et al. 1990; Johnston y DelBarco-Trillo 2009;

Petrulis 2013, Petrulis 2015). La composicion quimica de dichas sefiales es a menudo muy
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especifica, asi como la respuesta a ellas, ya sea conductual y/o fisiologica, y pueden ocurrir sin
la necesidad de experiencia o aprendizaje (Hudson y Distel 1983; Hudson 1985; Hudson y
Distel 1990; Raihani et al. 2009). Estas sefiales se denominan generalmente “feromonas” y se
utilizan con mayor frecuencia para sefializar en contextos sexuales, por ejemplo, en el caso de
los machos para la deteccion de hembras en estro y en el caso de las hembras para sefialar
receptividad sexual y su disposicion para aparearse (Stoddart 1980; Vandenbergh 1983; Agosta
1992; Wyatt 2003; Petrulis 2015).

1.2. El sistema olfatorio (principal y accesorio)

La importancia de la comunicacion quimica en los mamiferos también se refleja en la
variedad y complejidad de las superficies sensoriales y vias neurales que median la deteccion y
el procesamiento de sefales (Meredith 1983). Una division importante entre estas estructuras
que continua atrayendo mucha atencion entre etdélogos y neurocientificos es la que existe entre
el sistema olfatorio principal y el accesorio. Estos tienen distintas superficies receptoras y vias
neurales dentro del sistema nervioso central; el sistema olfatorio principal con los receptores
ubicados en el epitelio olfatorio de la cavidad nasal superior y el sistema olfatorio accesorio
con los receptores ubicados en el organo vomeronasal u 6rgano de Jacobson ubicado por
encima del paladar y debajo de la cavidad nasal (Fig. 1; Scalia y Winans 1975; Meredith 1983;
Evans 2003; Halpern y Martinez-Marcos 2003). Segun la especie, el 6érgano vomeronasal esta
conectado por un conducto a la cavidad nasal, por un conducto que conecta las cavidades nasal
y bucal, o por un conducto a la cavidad bucal (Doty 1976; Evans 2003; Kelliher 2007).
Considerando que el sistema olfatorio principal es un sistema generalista importante en la
deteccion y procesamiento de una amplia gama de odorantes y estd fuertemente involucrado en
el aprendizaje de estos, generalmente se piensa que el sistema olfatorio accesorio estd
involucrado en la percepcion de sefiales feromonales. Particularmente aquellas que estan
involucradas en la mediacion del comportamiento sexual y la respuesta a dicho
comportamiento, la cual puede ser en gran medida independiente de la experiencia, adquirida
por aprendizaje o incluso ser innata (Wysocki 1979; Meredith 1983; Doty 1986; Halpern
1987).
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Fig. 1. Representacion esquematica de los componentes principales del sistema olfatorio principal y
accesorio basado en un modelo de roedor (Modificada de Christopher Emerling.
https://www.researchgate.net/figure/Sketched-representation-of-the-mouse-olfactory-system-Central-an

d-peripheral-neurogenic_fig2 262532895 ).

No obstante el sistema olfatorio accesorio puede complementar al sistema olfatorio
principal aportando informacion necesaria para obtener una percepcion mas amplia del
contexto quimico que se estd explorando, esta complementacion puede darse a varios niveles
de procesamiento de la informacion quimica en areas del cerebro donde convergen ambos
sistemas (Mucignat-Caretta et al. 2012). Tanto el sistema olfatorio principal, como el accesorio
complementan sus funciones con un grupo de subsistemas (al menos descritos en roedores)
como lo son las aferentes trigeminales y los receptores ubicados en el 6rgano de Masera y el

ganglio de Gruenenberg (Breer et al. 2006 en Mucignat-Caretta et al. 2012).

A pesar de la importancia de la comunicacion quimica en los mamiferos y la investigacion
extensa y continua en esta area (por ejemplo, la serie de libros Chemical Signals in Vertebrates,
con volumen 14, Buesching 2019), aun existe incertidumbre en cuanto al funcionamiento de
estos dos sistemas quimiosensoriales, ya sea por separado o simultaneamente, y de la relacion
entre ellos, incluyendo como la informacion proporcionada por ellos podria integrarse en
niveles superiores del sistema nervioso central (Keller y Lévy 2012; Mucignat-Caretta et al.

2012; Griffiths y Brennan 2015). Un ejemplo de dicha incertidumbre es la duda sobre el
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significado funcional del comportamiento conocido internacionalmente por la palabra alemana

Flehmen y mostrada por una amplia gama de mamiferos en respuesta a olores conespecificos.

1.3. Conducta de Flehmen

La conducta conocida como Flehmen es un comportamiento distintivo y poco estudiado que
se muestra en respuesta a ciertos estimulos odoriferos de congéneres. Consiste en que el animal
que percibe estos estimulos adopta brevemente una expresion facial rigida, con la boca
ligeramente abierta y, en algunas especies encrespan el labio superior hacia atrds, mientras
inhala el odorante (ver Fig. 2 para un ejemplo clasico). Aunque se describid por primera vez y
es particularmente visible en ungulados como el caballo doméstico Equus caballus (Tyler
1972; Marinier et al. 1988), el gaur Bos gaurus (Schaller 1967), el ganado bovino Bos taurus
(Reinhardt 1983), en especies de antilopes (Hart y Hart 1987; Deutsch y Nefdt 1992), y la
cabra Capra hircus (Ladwig et al. 1980; O’Brien 1982), también en una amplia gama de
miembros de otros taxones, incluido el conejo europeo Oryctolagus cuniculus (Black-Cleworth
y Verberne 1975), la gineta Genetta genetta y algunos felinos (Verberne 1970) incluido el
puma Puma concolor (McBride y McBride 2010; Allen et al. 2014) y el gato doméstico Felis
silvestris catus (Verberne y de Boer 1976; Hart y Leedy 1987; Miyazaki et al. 2017).

A partir del descubrimiento del 6rgano vomeronasal, descrito por primera vez en 1813 por
Jacobson como un tubo epitelial con extremos ciegos que se encuentra bilateralmente en la
base del tabique nasal en la mayoria de los mamiferos y estd conectado a través del conducto
vomeronasal a la cavidad nasal o canal nasopalatino en ungulados y carnivoros; se planteo la
hipotesis, de que la conducta de Flehmen estaba implicada en el transporte de moléculas desde
la cavidad oral hasta el 6rgano vomeronasal; hipdtesis que se corroboré mas adelante, ya que se
tiene evidencia, de que tanto en felinos como en ungulados un conducto nasopalatino se
extiende desde las criptas de de una papila incisiva justo detras de los incisivos superiores hasta
el 6rgano vomeronasal. Ademas de que en la anatomia del 6rgano vomeronasal en roedores y
gatos, se ha descrito un mecanismo de bombeo vasomotor que atrae material hacia el 6rgano
vomeronasal durante el flehmen (Hart y Leedy 1987; Brennan 2001). Es por esto que se cree
que la conducta de Flehmen ayuda al transporte de moléculas al o6rgano vomeronasal, la
primera estacion de percepcion y procesamiento de odorantes por parte del sistema olfatorio
accesorio y que estd implicada en la recepcion de estimulos feromonales, principalmente en

contextos sexuales (Knappe 1964; Estes 1972).
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Fig. 2. Caballo semental que muestra la conducta de Flehmen después de oler una muestra de orina

de una yegua en estro. (Fotografia por Péter Szenczi).

Esta interpretacion que atn es influyente en la comprension del funcionamiento de la
conducta de Flehmen se basé en informes, donde se reportd que ocurria en contextos sexuales,
y principalmente o incluso exclusivamente en machos (Dagg y Taub 1970; Eisenberg y
Kleiman 1972; Black-Cleworth y Verberne 1975; Henderson et al. 1980; Hart 1983; Hart y
Leedy 1987). Sin embargo, comenzaron a surgir reportes de algunas especies en las que la
conducta de Flehmen es realizada por ambos sexos y no solo en contextos sexuales, por
ejemplo en el gato doméstico (Verberne 1976), y el caballo doméstico (Crowell-Davis y Houpt
1985). Esto sugiere una funciéon mas amplia para la conducta de Flehmen, y por implicacién
del sistema olfatorio accesorio. Una de las especies que contribuy¢ particularmente a la idea de
una funcién mas amplia de la conducta de Flehmen fue el gato doméstico (Verberne 1976; Hart

y Leedy 1987).
1.4. El gato doméstico como modelo de estudio

El gato doméstico, Felis silvestris catus, ha sido durante mucho tiempo una especie modelo
para la investigacion de los procesos que subyacen a las funciones sensoriales, tanto a nivel

conductual como neurobioldgico. Varios factores han contribuido a esto: la similitud entre el
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gato y los primates, incluido el humano, en la conformacion de su cerebro; por ejemplo en
tener una corteza encefalica con mayor nimero de convoluciones que la de la mayoria de los
mamiferos (Blake 1979; Pillay y Manger 2007; Zilles et al. 2013), la presencia del gato en todo
el mundo y la facilidad de reproduccion y manipulacion en condiciones seminaturales fuera de
las condiciones altamente artificiales y restrictivas de un laboratorio.

Debido a la importancia del gato doméstico como modelo de estudio y a su creciente
popularidad como animal de compaiiia (revision en Martinez-Byer et al. 2020) ha surgido una
necesidad importante de atencion veterinaria y gracias a esto hay una amplia gama de
antecedentes sobre su anatomia y fisiologia. Ademas que, siendo una especie nocturna o
crepuscular, utiliza el sentido del olfato en alto grado para la regulacion de su vida social
(Natoli 1985; Bradshaw y Cameron-Beaumont 2000; Pageat y Gaultier 2003), lo cual
contribuye a que sea un buen modelo para estudios sobre comunicacion quimica. Evidencia de
ello es la amplia gama de glandulas odoriferas cutaneas distribuidas por el cuerpo de ambos
sexos (Fig. 3) y las diversas formas de comportamiento de marcado (Feldman 1994; Pageat y
Gaultier 2003). Ejemplos bien conocidos son el rociado de orina por parte de los machos
sexualmente intactos (no castrados) y el frotamiento de mejillas y cabeza en las piernas de sus
duefios por parte de gatos domésticos de ambos sexos. También se ha informado que los gatos
muestran la conducta de Flehmen en una variedad de contextos, por ejemplo, machos
sexualmente activos en respuesta al olor de hembras en estro (Hart y Leedy 1987), pero
también se ha registrado la presencia de dicha conducta para ambos sexos en respuesta al olor
corporal de conespecificos fuera de contextos sexuales, como por ejemplo en respuesta al olor
corporal de gatos de su mismo sexo, asi mismo se ha registrado la presencia de dicha conducta
en respuesta al olor de secreciones como orina y excremento provenientes de ambos sexos
(Verberne y Boer 1976; Mellen 1993; Pageat y Gaultier 2003). Sin embargo, las diferencias del
uso de la comunicacidén quimica entre individuos, y especificamente el uso de Flehmen, en las
diferentes especies de felinos estan poco estudiadas (revision en Mellen 1993, y ver McBride y

McBride 2010; Allen et al., 2014 para evidencia del uso de Flehmen en el puma).
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EXISTEN NUEVE GLANDULAS ODORIFERAS
IDENTIFICADAS EN EL GATO

Glandulas supracaudal Glandulas caudales

Glandulas pinna

Glandulas temporales

Glandulas del cachete

Glandulas periorales

Glandulas anales
Glandula submandibular

Glandulas interdigitales

Fig. 3. Glandulas odoriferas subcutaneas del gato. (Dibujo por Pamela Torres basado de Pageat y

Gaultier 2003).

Durante estudios realizados en nuestro laboratorio (Laboratorio de Psicobiologia del
Desarrollo, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM), sobre comportamiento guiado
por el olfato en el gato doméstico (Béanszegi et al. 2017; Jacinto et al. 2019), observamos que
algunas hembras de gato doméstico realizaban la conducta de Flehmen en respuesta al olor
corporal de crias de gato, incluso si no eran suyas. Esto condujo al presente estudio, en el que
nuestro objetivo es examinar sistematicamente la conducta de Flehmen en gatos castrados de
ambos sexos al olor corporal de crias de gato. La aparicion de la conducta de Flehmen apoyaria
la idea de que esta tiene un papel amplio mas alla de los contextos sexuales en el sistema de

comunicacion quimica del gato.

2. Hipotesis

La conducta de Flehmen es parte del sistema general de comunicacion olfativa del gato de
ambos sexos y no se limita a contextos sexuales, ni a la percepcion de los posibles estimulos
hormonales asociados con estos. Ademas de ser una conducta que se presenta unicamente en

respuesta a estimulos provenientes de coespecificos.
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3. Objetivos

Evaluar si gatos adultos, castrados, de ambos sexos muestran la conducta de Flehmen:

(1) En respuesta al olor corporal de crias recién nacidas y cuando estan destetadas
(Experimento 1)

(i1)) En respuesta al olor corporal de otros mamiferos (no coespecificos) y al olor de un

alimento preferido por gato (Experimento 2).
4. Predicciones

Esperamos que los gatos adultos, castrados, de ambos sexos que respondieron:

(1) Muestren la conducta de Flehmen en respuesta al olor corporal de crias de gato de ambos
S€XO0s.

(i) Que no muestren la conducta de Flehmen en respuesta al olor corporal de mamiferos no

coespecificos o al olor de un alimento preferido por el gato.

5. Métodos generales
5.1. Animales y sitios de estudio

Los adultos y las crias eran gatos domésticos de pelo corto y raza mixta con el fin de
minimizar los posibles efectos genéticos que se pueden presentar con la reproduccion selectiva
de gatos de razas pura (p.ej. Salonen et al. 2019). Se realizaron dos experimentos. Los detalles
del tamafio de muestra de los donadores de estimulos odoriferos y de los recibidores del
estimulo se dan a continuacion para cada uno de los experimentos por separado. Todos los
gatos adultos utilizados fueron animales de compaiia probados en su entorno familiar. Los
propietarios dispuestos a participar en el estudio fueron reclutados a través de un anuncio en
internet enviado a familiares, amigos y conocidos. El anuncio incluia una breve descripcion del
propoésito de la investigacion, de los procedimientos principales y una lista de criterios que
debian cumplirse para que el gato fuera incluido en el estudio: (i) Tener al menos un afio de
edad (sexualmente maduro). (ii) Castrado. (iiil) Amistoso con los extrafios, sin huir ni
comportarse de manera agresiva con ellos. (iv) Sano. (v) Que vivieran en la Ciudad de México.
Ademas, recolectamos el olor corporal de cinco caballos adultos, cinco perros adultos y un

puma, todos ellos hembras sexualmente intactas (Experimento 2) .
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5.2. Estimulos odoriferos

Estos fueron colectados utilizando hisopos de algodon de 15 cm esterilizados (Deltalab S.L.,
Espana) frotandolos sobre el cuerpo del animal emisor del estimulo de manera estandarizada
(Fig. 4). Debido a la falta de informacion sobre qué glandulas o areas del cuerpo podrian estar
involucradas en la emision de sefiales quimicas en las crias de gato, los hisopos se frotaron
cinco veces sobre varias de las zonas que consideramos podrian estar involucradas en la
comunicacion quimica (ver Fig. 3; Pageat y Gaultier 2003): ambos lados de la cara, frente,
axilas, espalda, estdbmago y area anogenital. Dicho procedimiento se llevo a cabo de la misma
forma con todos los emisores de estimulos odoriferos de ambos experimentos (gatos de ambos
sexos, yeguas, perras y puma). Una vez recolectada la muestra, los hisopos fueron devueltos a
su cubierta plastica para ser utilizadas en un lapso de entre 30 min a una hora como maximo

después de su recoleccion.

Fig. 4. Recoleccion de una muestra de olor corporal, con un hisopo esterilizado en una cria de gato

de una semana de edad.
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5.3. Realizacion de las pruebas

Antes de la realizacion de cada prueba, el investigador permanecié en la misma habitacion
que el gato por un periodo de familiarizacion de aproximadamente 20 min. El investigador
permanecid cerca del gato libre de interactuar o tocar al gato si €l asi lo permitia. También para
promover la calma del animal, el duefio permanecié dentro de la habitacion durante la
realizacion de las pruebas, pero se les pidid que no intervinieran tocando o hablandole al
animal.

La hora y dia de la realizacion de las pruebas dependia de la disponibilidad de los
propietarios. Para realizar las pruebas se llamaba al gato a subir a una mesa o alguna otra
superficie para facilitar la filmacion, aunque en algunos casos por comodidad del gato se
grabaron a la altura del suelo. Al inicio de la prueba el investigador comenz6 a filmar
sosteniendo una cémara (8-MP, Dual LED flash, Iphone 6 Plus) con una mano,
aproximadamente a 10 cm de distancia de la cara del gato y con la otra sosteniendo un hisopo
aproximadamente a 3 cm de las fosas nasales del gato, lo suficientemente cerca para que
pudiera olerlo sin tocarlo, al menos hasta que comenzara la prueba (Fig. 5). La camara se
movid durante la prueba para mantener enfocada la nariz y la boca del animal. El gato tenia
tiempo ilimitado para investigar el hisopo. La prueba se daba por terminada cuando el gato se
alejaba (giraba la cabeza, o simplemente se alejaba del sitio donde se encontraba), lo que
generalmente ocurria dentro de un minuto. No se incluyeron pruebas en el analisis de los gatos
que parecian distraidos y que no prestaban atencion al hisopo y que no presentaran movimiento

visible de las fosas nasales.
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Fig. 5. Presentacion de un hisopo de algodon con olor corporal de una cria de gato en una prueba

realizada a un gato adulto.

5.4. Nota de ética

Todos los gatos fueron probados sin restricciones, en sus propios hogares en presencia de
sus duefios y con el consentimiento informado del mismo. Los caballos y perros utilizados para
la recoleccion de olores corporales de mamiferos no coespecificos eran animales de compafiia
pertenecientes a amigos. El olor corporal del puma fue recogido por su manejador en la
Facultad de Medicina Veterinaria y Ciencias Animales, UNAM. El protocolo experimental
cumplié con la Guia Nacional para la Produccién, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio,
México (Norma Oficial Mexicana NOM-062-200-1999) y fue aprobado por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales Experimentales (SICUAE, permiso niimero

DC-2017 / 1-4) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Ciencias Animales, UNAM.

5.5. Analisis de la conducta

El analisis de la conducta se llevo a cabo utilizando el Software Solomon Coder, version
beta 17.02.15 (Péter 2017, Version Beta 17.03.22), en el cual se registraron los siguientes
comportamientos presentes en los videos: ausencia o presencia de la conducta de Flehmen que
se define como el conjunto de al menos tres de las siguientes conductas: olfatear, boca abierta,
movimiento de lengua, contacto naso-oral con el hisopo, restregarse y lamer, siendo las tres

primeras las de mayor importancia (Figs. 6, 7). Para evaluar la confiabilidad en la evaluacioén
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de la conducta entre evaluadores, 24 videos (20 %) de un total de 120 videos fueron elegidos al
azar y analizados por otro investigador ajeno al tipo de pruebas. Calculamos el coeficiente de
Cohen's Kappa utilizando el paquete IBM (2017) y obtuvimos un valor de 1.00 que se

considera el maximo valor de concordancia.

'i Solomen Coder beta 17.03.22 - C\Users\wanes\Desktop!Tesis\videos tesis\videos puma'Shinzo puma.mpd *

File Edit Analyze

Sync  Program Settings  About

1. Subject

Flehmen

Mouth open

)

‘ (B |- 0:00:04/0:00:55

Fig. 6. Las variables de conducta se puntuaron a partir de las grabaciones de video utilizando el
software Solomon Coder (panel medio) y a la derecha se muestra el ejemplo de una seccion de dicha

codificacion.
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Fig. 7. Conducta de Flehmen mostrada por una gata adulta poco después de percibir el olor corporal

de una cria desconocida, presentado en un hisopo de algodon.

5.6. Analisis de los datos

Utilizando los valores obtenidos en nuestro analisis conductual de presencia/ausencia de la
conducta de Flehmen (valor de 0 para ausencia, valor de 1 para presencia), se llevo a cabo el
analisis estadistico descriptivo de los datos utilizando el Software Spyder Python version 2.7
(Raybaut 2009), para la obtencién de las graficas presentadas en la seccion de resultados.
Debido al tamafio de muestra tan modesto en cada una de las 8 categorias analizadas y los
datos de “recuento” de nivel nominal (binomial) no paramétrico (Siegel y Castellan 1995), no
consideramos que nuestros datos tuvieran el suficiente poder estadistico para poder llevar a
cabo un analisis estadistico adecuado (Halsey et al. 2015). Sin embargo, y como se discute mas
adelante, para los Experimentos 1y 2 los resultados obtenidos, incluida la respuesta negativa
en los ensayos de control, fueron lo suficientemente claros como para poder responder
afirmativamente a la pregunta principal del estudio ;Los gatos adultos de ambos sexos
muestran la conducta de Flehmen en respuesta al olor corporal de sus congéneres en un

contexto no sexual?
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6. Experimento 1: Gatos adultos probados con olor corporal de crias de gato

Con base en observaciones realizadas en estudios previos de nuestro equipo de trabajo,
donde se tiene registrado que gatos adultos realizan la conducta de Flehmen como respuesta al
olor corporal de crias de gato, en este experimento nos planteamos la pregunta acerca de qué
tan general es esto. Nos planteamos esta pregunta en particular, ya que la conducta de Flehmen
en respuesta al olor de crias de gato antes del destete sugeriria que este comportamiento no se
limita a un contexto sexual. Por lo tanto nos planteamos las siguientes preguntas: (i) ;Gatos
adultos de ambos sexos (castrados) realizardn la conducta de Flehmen al presentarles el olor
corporal de crias antes del destete? (ii) Y de ser asi, ;/dicha conducta dependera de la edad y

sexo de las crias?

6.1. Métodos

Evaluamos un total de 31 gatos adultos castrados (18 machos y 13 hembras), con el olor
obtenido de 20 crias de gato, provenientes de 5 camadas (ver Tabla 1 para el nimero de sujetos
de prueba y donadores en cada categoria). Cabe aclarar que para la realizacion de las pruebas,
en mas de una ocasion fue necesario utilizar al mismo individuo en mas de una categoria, esto
debido a que no se contaba con una muestra lo suficientemente amplia para tener 8 gatos en
cada categoria. Siempre que nos fue posible, las pruebas se realizaron en los gatos adultos con
el mismo donante de olor a la primera y a la séptima semana de edad de la cria. Para la
realizacion de las pruebas, los gatos adultos y las crias se dividieron en cuatro categorias: (i)
Gatos macho adultos probados con crias macho cuando estas tenian una y siete semanas de
edad (N = 8, 8, respectivamente). (ii) Gatos macho adultos probados con crias hembra cuando
estas tenian una y siete semanas de edad (N = 8, 8, respectivamente). (iii) Gatos hembra adultas
probadas con crias macho cuando estas tenian una y siete semanas de edad (N = 8, 8,
respectivamente). (iv) Gatos hembra adultas probadas con crias hembra cuando éstas tenian
una y siete semanas de edad (N = 8, 8, respectivamente) (ver Fig. 8). Probamos la respuesta de
los adultos al olor de crias en los dos estadios de edad para poner a prueba si el olor corporal de
las crias podria provocar una respuesta de la conducta de Flehmen a medida que se acercaban a
la edad del destete, esto debido a que las crias no presentan un olor corporal propio a la semana
de nacidas, puesto que el olor de la madre al lamerlos influye en su olor corporal, mientras que
a la séptima semana posiblemente las crias comienzan a presentar un olor corporal de individuo
propio (ver Banszegi et al. 2017; Jacinto et al. 2019) y este se ve influenciado por el desarrollo

de las glandulas sebaceas y sudoriparas. Adicionalmente, para controlar el posible desempeio
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inespecifico de la realizacion de la conducta de Flehmen debido a la curiosidad en respuesta a
los hisopos, también se analizaron 7 gatos adultos (N = 5 machos N = 2 hembras) con hisopos

esterilizados sin ningln estimulo odorifero.

Tabla. 1. Numero y sexo de los individuos utilizados para cada categoria del experimento 1.
Gatos adultos probados con el olor de crias a la primera semana de edad
No. de gatos  Sexo de los gatos
Categoria adultos adultos No. de crias Sexo de las crias
1 8 M 8 M
2 8 M 8 H
3 8 H 8 M
4 8 H 8 H
Gatos adultos probados con el olor de crias a la séptima semana de edad
5 8 M 8 M
6 8 M 8 H
7 8 H 8 M
8 8 H 8 H

Tabla 1. Numero y sexo de los gatos adultos y crias utilizados para la realizacion del Experimento 1.

6.2. Resultados y discusion

Al hacer una comparacion de los resultados obtenidos en los ocho grupos (machos
probados con olor de machos, machos probados con olor de hembras, hembras probadas con
olor de machos y hembras probadas con olor de hembras de crias de gato a la primera y
séptima semana de edad), para el caso de los gatos macho recibidores de estimulos macho,
37% de los que fueron probados con crias macho presentan la respuesta de Flehmen a la
primera semana de edad y un 62% de los recibidores de estimulos que fueron probados con
crias macho lo realizan a la séptima semana. De los machos que fueron probados con crias
hembra de una semana, un 25% realizaron Flehmen y un 50% de los recibidores de estimulos
probados con crias hembra a la séptima semana lo realizaron. Un 37% de las hembras que
olfatean a crias macho de una semana de edad presentan la conducta de Flehmen, mientras que
12% de las hembras probadas con el olor de crias macho de siete semanas lo realizaron. En
comparacion, se observa como un 62% de las hembras que olfatean a crias hembra de una
semana de edad presentan la respuesta de Flehmen. Asi mismo un 37% de las recibidoras

probadas con crias hembra lo presentan a la séptima semana (Fig. 8).
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En ninguno de los casos los gatos adultos de ambos sexos mostraron la conducta de

Flehmen cuando se les presentd el hisopo de control en blanco.

100 Presencia de Flehmen

90
80
70 g
60
50

Machos recibidores (N =8/ condicidn) Hembras recibidoras (N = 8/ condicién)

Recibidores (%)

30
20 d
10

17 1 7 1 7 17
Semanas Semanas Semanas Semanas

Edad de las crias

Fig. 8. Porcentaje de gatos receptores de estimulos que mostraron la conducta de Flehmen en las dos
diferentes etapas de edad de las crias donadoras. Las barras indican el sexo de gato recibidor, los
simbolos colocados por encima de cada barra representan el sexo de las crias donadoras con la que

fureon probados. Se realizaron ocho pruebas con recibidores y donadores para cada condicion.

Knappe en 1964 (citado por Verbene y de Boer 1976 y por Hart 1983) postuld su
teoria acerca de una posible funcion del o6rgano de Jacobson u organo vomeronasal en la
quimiorecepcion en mamiferos, mostrando la conducta de Flehmen como respuesta a la
presencia de estimulos odoriferos de coespecificos, aunque su teoria no fue lo suficientemente
clara acerca de como es que dicha conducta esta ligada a este 6rgano de Jacobson en el caso de
mamiferos (Verberne y de Boer 1976). Esta teoria dio paso a que Hart (1983), inspirado en
observaciones realizadas en ungulados donde observo la conducta de Flehmen como respuesta
al estimulo odorifero de fluidos vaginales de hembras en estro, quisiera indagar qué otros
grupos de mamiferos presentaban dicha conducta lo suficientemente evidente como para
realizar un estudio con ellos. Encontrando asi, que los felinos son el segundo grupo que realiza
esta conducta (Hart y Leedy 1987). Al igual que en nuestro estudio, Hart y su equipo de trabajo
emplearon una serie de experimentos que demuestran que la conducta de Flehmen esta presente
en gatos casi en la misma medida que en ungulados. Pero debido a la influencia de la teoria de

Knappe, y aunado al trabajo de Verberne y de Boer (1976), Hart bas6 sus estudios en la
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hipdtesis tradicional de que la respuesta de Flehmen esté ligada a un contexto sexual, limitando
su estudio al emplear experimentos unicamente con hembras en estro como donadores de
olores y gatos macho adultos como recibidores de estos estimulos. Para el caso de nuestro
estudio, obtuvimos resultados que, a diferencia de los mencionados anteriormente, evidencian
que la presencia de la conducta de Flehmen no estd ligada Unicamente a la sefializacion
quimica en el contexto sexual, sino que posiblemente juega un rol méas amplio en la
comunicacion quimica de mamiferos como el gato doméstico, ya que en el presente
experimento se utilizaron gatos castrados como recibidores y crias antes de la madurez sexual
como donadorEs.

En la Figura 8 se puede observar un patrén de distribucion de los datos similar para
ambos sexos, ya que tanto los gatos adultos, machos como hembras, que fueron probados con
olores corporal de crias de gato de su mismo sexo presentan una mayor incidencia de la
conducta de Flemhen a diferencia de los gatos adultos que fueron probados con olores de crias
de gato del sexo opuesto que presentan menor incidencia de esta conducta. Sin embargo,
podemos observar como las hembras que fueron probadas con olores de crias de coespecificos
en la primera semana de edad presentan un mayor porcentaje de incidencia de Flehmen,
mientras que en los machos fue a las siete semanas de edad de las crias. No obstante, se debe
tener cuidado para no interpretar errobneamente los datos en esta etapa de la investigacion. Se
probaron relativamente pocos animales, tanto donadores como recibidores, menos para realizar
pruebas estadisticamente adecuadas, ya que los datos obtenidos fueron binomiales, no
paramétricos y de poco poder estadistico. Nuestra intencion de aumentar el tamafio de la
muestra fue frenada por las restricciones causadas por la epidemia de COVID-19. Sin embargo,
basado en estos primeros resultados, a nivel descriptivo, parece haber una consistencia y
generalidad considerable de esta respuesta conductual, lo que sugiere un papel de la conducta
de Flehmen mas amplio en la comunicacion quimica en el gato fuera del contexto sexual.
Apoyando la confiabilidad del método de prueba y de los resultados, es notable que ninguno de
los 7 gatos adultos evaluados con un hisopo de control en blanco mostré la conducta de
Flehmen.

Si es correcto, los resultados del Experimento 1 dejan pendientes las siguientes
preguntas: ;Qué tan especifica es la respuesta de Flehmen? ;Es especifica de los estimulos
quimicos de coespecificos y, por lo tanto, probablemente forma parte del sistema de
comunicacion quimica del gato doméstico (y de otras especies de mamiferos) o podria tener
una funcidon mas amplia en la investigacion de los estimulos odoriferos en el medio ambiente

de manera mas general?
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7. Experimento 2. Gatos adultos probados con el olor corporal de mamiferos no

coespecificos

Para responder a las preguntas anteriores, se realizd un segundo experimento, en el que
probamos si los gatos adultos respondian con la conducta de Flehmen al presentarles el

estimulo odorifero de mamiferos no coespecificos o el de un alimento preferido.

7.1. Métodos

Probamos un total de 30 gatos adultos, 15 machos y 15 hembras, todos castrados, a los que
expusimos al olor corporal de 5 yeguas adultas, 5 perras adultas, y 1 puma adulto (todos ellos
hembras sexualmente intactos), y el olor de un alimento altamente preferido por gatos, atun

enlatado (ver Tabla 2 para el nimero de pruebas y donantes asignado de cada categoria).

Tabla. 2. Numero y sexo de los individuos utilizados para cada categoria del Experimento 2.
Categoria 1
No. de gatos adultos 30
Sexo de los gatos 15 machos - 15 hembras
No. de individuos de puma 1
Sexo puma H
Categoria 2
No. de gatos adultos 30
Sexo de los gatos 15 machos - 15 hembras
No. de individuos de caballo 5
Sexo de los caballos H
Categoria 3
No. de gatos adultos 30
Sexo de los gatos 15 hembras - 15 machos
No. de individuos de perro 5
Sexo de los perros H

Tabla. 2. Gatos adultos y tipo de estimulos odoriferos con los

Experimento 2.
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Los estimulos utilizados para las pruebas se pueden dividir de la siguiente manera:

(1) Estimulos odoriferos de otros mamiferos: el olor corporal de caballo, perro y un puma.
Como en el Experimento 1, estas muestras fueron recolectadas frotando un hisopo esterilizado
de 15 cm (Deltalab S.L., Espaia) en el cuerpo del animal en forma estandarizada similar a lo
realizado con las crias de gato. Los hisopos se transportaron en una hielera y se utilizaron en

las pruebas en un lapso no mayor a una hora.

(i1) El estimulo odorifero de alimento adecuado para gato, atin en agua enlatado (marca
Dolores ™) se present6 en un hisopo esterilizado, el cual se froto sobre el alimento humedecido
al momento de abrir la lata, y se utiliz6 una hora después de su recoleccion al igual que el resto
de los estimulos. Elegimos un estimulo proveniente de alimento, ya que en los gatos el olfato
juega un papel importante en la eleccion de su alimento (Bourgeois et. al 2006), y en el caso de
este carnivoro obligado (Bradshaw et al. 1996) prefieren alimentos ricos en proteinas como el
pescado. De acuerdo con esto, hemos descubierto que incluso los gatos sin experiencia previa
en ser alimentados con atun enlatado, responden positivamente hacia el estimulo y comienzan a

comerlo inmediatamente (Szenczi et al. 2019).

7.2. Resultados y discusion

Inesperadamente, los gatos adultos de ambos sexos respondieron con la conducta de
Flehmen al estimulo odorifero de las tres especies de mamiferos no coespecificos; 26% de los
machos al igual que las hembras en respuesta al olor de puma, 6% de los machos y 20% de las
hembras en respuesta al olor a caballo y 20 % de los machos y 13% de las hembras en
respuesta al olor de perro (Fig. 9). Esto no se debid a simplemente a la curiosidad general y a la
motivacion natural para inspeccionar un olor nuevo, ya que esto se comprobd debido a la
completa falta de incidencia de la conducta de Flehmen en respuesta al estimulo odorifero de
alimento, aunque los animales se sintieron atraidos por el olor y se tuvo que retirar en casi

todas las ocasiones el hisopo ya que comenzaban a morderlo.
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Fig. 9. Porcentaje de gatos recibidores que mostraron la conducta de Flehmen para cada uno de los
estimulos odoriferos que les fue presentado. Las barras indican el sexo de los gatos recibidores. Se

realizaron 15 pruebas con recibidores diferentes para cada condicion.

Es incierto el significado funcional de la conducta de Flehmen para la comunicacion, en
respuesta a estimulos odoriferos de otras especies de mamiferos con las que los gatos tendrian
poca o ninguna interaccion en condiciones naturales. La explicacion mas parsimoniosa para la
respuesta de los gatos a este tipo de estimulos en el presente estudio, es, que los mamiferos
tienen componentes en su olor corporal que comparten con el resto, y es por eso que presentan
dicha respuesta. Sin embargo, pese a la modesta cantidad de animales probados, es evidente
que la respuesta de la conducta de Flehmen fue mas fuerte en el Experimento 1 en respuesta al
olor de coespecificos, que a los olores de las tres especies de no coespecificos probados aqui.
La pregunta de una posible relacion evolutiva en la composicion quimica del olor corporal y la
consiguiente fuerza de la respuesta de la conducta de Flehmen es una futura pregunta de
investigacion, siendo la prediccion, que la respuesta de los gatos domésticos serd mas fuerte al
olor corporal de otros felinos presumiblemente con mas componentes quimicos en comun (cf.

Laska y Hudson 1995; Lofstedt et al. 2016), que al olor corporal de otros mamiferos.
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8. Discusion general

A pesar del tamafio reducido de muestra para cada uno de los grupos evaluados, y con una
base de datos limitada para la realizacion de pruebas estadisticamente significativas, el
resultado principal del estudio se sugiere que la conducta de Flehmen en gatos, en respuesta al
olor corporal de sus congéneres no se limita a un contexto exclusivamente sexual, sino que
parece tener una funciéon mas amplia en el sistema de comunicacion quimica del gato. Por lo
tanto, en el presente estudio donde se utilizo un disefio experimental alejado lo méas posible de
los contextos sexuales, los gatos adultos castrados de ambos sexos que fueron probados con el
estimulo odorifero de crias de gato, en un estadio mucho tiempo antes de la madurez sexual,
respondieron con la conducta de Flehmen para el caso de ambos sexos y edades de las crias en
una proporcion similar tanto en hembras como en machos adultos. Estos resultados son
consistentes con informes previos de Verberne y Boer en 1976, Mellen 1993, Pageat y Gaultier
en 2003, sobre el comportamiento de Flehmen registrado en ungulados y felinos en contextos
ajenos a los sexuales.

Por otro lado, no pudimos encontrar diferencias en la respuesta entre ambos sexos
(Marinier et al. 1988), algunos autores reportan mayor incidencia de la conducta en hembras, al
menos en el caso del puma (Allen et al. 2014). Por lo tanto, utilizando el mismo procedimiento
que en el presente estudio, es necesario probar el comportamiento de gatos adultos de ambos
sexos, gonadalmente intactos y castrados, en respuesta al olor corporal de gatos adultos de
ambos sexos, tanto intactos como castrados. Es posible, y de hecho se puede esperar, que la
respuesta de la conducta de Flehmen sea mas evidente en contextos sexuales (actualmente en
investigacion). Esto seria consistente con la hipotesis tradicional de la funcion que tiene esta
conducta en contextos sexuales, aunque como sugieren los presentes hallazgos, esta
interpretacion tradicional es limitada.

Ademas, los presentes hallazgos nos permiten plantearnos la cuestion de la naturaleza y
origen de los odorantes corporales que provocan la conducta de Flehmen. La respuesta de los
gatos adultos al olor corporal de crias de gato en un estadio muy joven, sugiere que la
produccion de estos componentes activos de estos odorantes no depende de los esteroides
gonadales, ni de la maduracion de las diversas glandulas olfativas cutdneas del gato (Fig. 3)
que es poco probable que sean funcionales o, que estén completamente desarrolladas antes de
la madurez sexual (Arteaga et al. 2007; cf. Fernandez et al. 2022). Sin embargo, todavia no esta
claro si los odorantes producidos por ciertas areas particulares del cuerpo de las crias podrian

ser mas efectivos para provocar la conducta; por ejemplo la region anogenital, dado que en

30



ratas, Rattus norvegicus, recién nacidas la secrecion de las glandulas prepuciales provoca que
las madres laman la area anogenital para provocar la miccion y defecacion de sus crias (Moore
y Samonte 1986; Brouette-Lahlou et al. 1999). Estos estudios son necesarios de realizar en
gatos adultos gonadalmente intactos, como parte del mapeo de la importancia de las diversas
glandulas cutaneas de esta especie, sus secreciones y el comportamiento de marcado asociado
en su sistema de comunicacion quimica (Pageat y Gaultier 2003).

Los resultados del presente estudio, en conjunto con estudios anteriores, vuelven a
plantear, e incluso enfatizan, la cuestion atn sin resolver sobre cudl es la funcion de la conducta
de Flehmen. La atractiva pero temprana idea de que la conducta de Flehmen junto con el
organo vomeronasal y el sistema olfatorio accesorio, sirve exclusivamente para una funcioén
sexual mediada por el olfato (principalmente en machos), debe ser replanteada. Si bien, esto
puede seguir siendo un aspecto importante de la conducta de Flehmen, su funcion ahora parece
ser mas amplia. Debido a las observaciones realizadas en otros estudios, donde hembras de
gato responden aparentemente no con la conducta de Flehmen en respuesta a olor corporal de
sus propias crias (datos propios no publicados; cf. Banszegi et al. 2017), una posibilidad es que
esta conducta sirva para obtener mas informacién sobre el olor corporal de sus coespecificos
ajenos a su entorno, activando el sistema olfatorio accesorio, es decir, si un animal detecta el
olor de un coespecifico desconocido a través de su sistema olfatorio principal, realiza la
conducta de Flehmen para mejorar el transporte de moléculas al 6rgano vomeronasal para la
transmision de informacién al bulbo olfatorio accesorio y las vias centrales asociadas
(Meredith 1983). Sin embargo, esta posicion sigue siendo especulativa y debe investigarse,
probando sistematicamente la conducta de Flehmen en gatos adultos al olor de congéneres

familiares y desconocidos.

9. Conclusiones

Los resultados de este estudio demuestran claramente que la conducta de Flehmen en el gato
doméstico no se limita a un contexto sexual, sino que debe considerarse parte del sistema de
comunicacion quimica de esta especie en general. Sin embargo, su funcion sigue siendo
incierta. Se requiere de mas hipdtesis que nos ayuden a proponer estudios con tamanos de
muestras mas grandes para saber si existen diferencias significativas en relacion con las
diferentes categorias de individuos, por ejemplo, animales intactos gonadalmente en respuesta
al olor de animales castrados. Ademas, un estudio adicional sobre las diferencias existentes

entre la presencia de la conducta de Flehmen ante estimulos odoriferos de mamiferos
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cercanamente relacionados taxondomicamente, como otros felinos, en comparacion con especies
no tan relacionadas taxondmicamente, ya que esto puede contribuir a identificar la naturaleza

quimica de las pistas quimicas que provocan la conducta de Flehmen.
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