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RESUMEN

La conducta paterna en los roedores es regulada por varias hormonas, entre ellas la
testosterona. En el ratén de California (Peromyscus californicus) la testosterona es
necesaria para la exhibicion de la conducta paterna. En este roedor la castracion
redujo los cuidados paternos, mientras que el reemplazamiento con testosterona
incrementd su frecuencia. EI macho del ratén de los volcanes Neotomodon alstoni,
exhibe cuidados paternos, participando mas que la hembra en el abrigo, acicalamiento
y olfateo de las crias. Durante la lactancia, la concentracion de testosterona, en el
macho de este roedor, se mantiene en un nivel similar a la del apareamiento. Durante
este periodo el macho participa en el cuidado de las crias. Como los niveles de
testosterona no disminuyen cuando el macho proporciona cuidados a sus crias, cabe
hipotetizar que esta hormona, como ocurre en el raton de California, podria estar
implicada en la regulacion de la de la conducta paterna de este roedor. En el presente
estudio se analiz6 el efecto de la castracion y el reemplazamiento de testosterona en
la conducta paterna del ratén de los volcanes. Se utilizaron 30 ratones machos castos
con una edad entre 250 y 300 dias. Estos ratones fueron seleccionados, a través de
pruebas de conducta paterna, por mostrar agresividad o indiferencia hacia las crias
Los animales seleccionados fueron organizados en tres grupos: los ratones del Grupo
1, fueron castrados bilateralmente; a los Grupo 2 se les realiz6 una castracién
simulada y se les colocaron implantes vacios; los ratones del Grupo 3 fueron
castrados bilateralmente y se les colocaron implantes de testosterona. Después de
cada tratamiento los ratones de los tres grupos fueron sometidos nuevamente a
pruebas de conducta paterna. Antes y después de cada tratamiento se extrajeron
muestras sanguineas por via retrorbital para determinar los niveles de testosterona, la
cual fue cuantificada por la técnica de RIA. So6lo los ratones del Grupo 3 (54.55%)
exhibieron conducta paterna. Los niveles de testosterona de los ratones de este grupo
fueron significativamente mas altos que los de los ratones de los otros grupos. Estos
resultados sugieren que la testosterona puede estar implicada en la regulacién de la
conducta paterna del raton de los Volcanes. Sin embargo, deben ser tomados con
reservas por el tamafio de muestra y las variaciones registradas en los niveles de

testosterona.

Palabras clave: Conducta paterna, testosterona, Neotomodon alstoni.
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INTRODUCCION

En los mamiferos los cuidados paternos no son comunes, debido a que en las
hembras han evolucionado estructuras morfolégicas, fisiolégicas y conductuales, que
las adecuaron para alimentar y cuidar a su progenie (Maier, 2001). Estos factores
contribuyen a la desercién del macho de la pareja, no obstante, el macho patrticipa en
el cuidado de las crias en el 5% de los géneros de los mamiferos. La conducta
paterna ha sido observada en algunos primates, carnivoros, perisodactilos y roedores
(Kleinman y Malcom, 1981).

En los roedores, la presencia de cuidados paternos esta asociada con el sistema de
apareamiento y la organizaciéon social; se ha observado que estos cuidados se
correlacionan con la probabilidad de la paternidad, por lo que la conducta paterna es
mas comun en los roedores mondgamos que en los promiscuos (Kleinman y Malcom,
1981).

La presencia de cuidados paternos ha sido observada en varias especies de roedores
como el raton de California (Peromyscus californicus), el hamster enano (Phodopus
campbelli), el gerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus), el ratéon de los volcanes
(Neotomodon alstoni), entre otros.

En los roedores los cuidados paternos se clasifican en directos e indirectos; en los
primeros, las actividades del macho tienen un efecto inmediato sobre las crias. Se
consideran cuidados directos el acicalamiento, abrigo, olfateo, recuperacion de las
crias y sociabilizacion. En los cuidados indirectos las acciones del macho benefician a
la hembra, reduciendo su gasto energético o incrementando su oportunidad de
sobrevivir. Son cuidados indirectos la construccion y mantenimiento del nido, provision
de alimento y vigilancia del nido (Cuadro 1; Kleinman y Malcom, 1981; Elwood, 1983;

Gubernick y Teferi, 2000).
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Cuadro 1. Actividades que integran la conducta paterna en los roedores (segun

Elwood, 1983).

Comportamiento

Descripcion

Acicalamiento

El macho colabora en la limpieza de las
crias y elimina los desechos de las mismas.

El macho reduce la perdida de calor y

Cuidados Abrigo protege a las crias del torpor.
Directos Olfateo El macho reconoce a las crias por medio
del olfateo.
Recuperacion al nido E.I macho recupera las crias de vuelta al
nido.
El macho construye o asiste en la
Construccion y construccion de madrigueras, zonas de
mantenimiento del anidacién y nidos, asi como en su
nido mantenimiento, ya que incrementan la
sobrevivencia de la progenie.
e El macho asiste a las crias en la
: Sociabilizacion o . - .
Cuidados exploracion de su ambiente fisico y social.
Indirectos El macho almacena alimento que es

Provisiéon de alimento

consumido por la hembra durante la
lactancia. Asimismo, este alimento también
puede ser consumido por las crias después
del destete.

Vigilancia del nido

El macho alerta a la hembra y a las crias de
la presencia de los depredadores.

——

(0]
'
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Evolucién de la conducta paterna

La conducta paterna evolucioné como una respuesta a las condiciones ecoldgicas
locales mediante la cual se maximiza el éxito reproductivo. La presencia del macho
durante la lactancia incrementa la posibilidad de sobrevivencia y el crecimiento de las
crias (Clutton-Brock, 1991; Cantoni y Brown, 1997; Luis et al., 2000; Wynne-Edwards

y Timonin, 2007).

Kleinman y Malcom (1981) definen la inversién paterna como cualquier inversion del
macho que incrementa la posibilidad de supervivencia de la progenie con el costo de
la habilidad paterna de invertir en otra camada.

Sin embargo, la disponibilidad de hembras, adquisicion de alimento, defensa de
recursos, evadir depredadores y condiciones ambientales extremas son algunas
razones por las cuales el macho permanece con la hembra después del apareamiento
(Elwood, 1983).

Asimismo, la vida en un grupo permanente pudo fomentar la evolucién del cuidado
paterno. Por ejemplo, la inversion indirecta del macho, particularmente las llamadas de
alarma y aviso de los depredadores, son comunes en especies que viven en grupos
grandes. Pero los cuidados paternos mas directos se caracterizan en grupos mas
pequefios que casi siempre estan compuestos de individuos genéticamente

relacionados (Kleinman y Malcom, 1981).

La conducta paterna y la materna estan reguladas por factores neurales, endocrinos y
sensoriales; sin embargo las investigaciones de estos factores en la regulacion de la

conducta paterna son muy escasas.

——
(o)
| —
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Factores sensoriales que regulan la conducta paterna

En las hembras de los mamiferos el olfato juega un papel clave en la regulacion de la
conducta materna; se ha demostrado que en hembras no prefiadas los estimulos
olfativos provenientes de las crias no tienen ningun efecto, mientras que en el
momento del parto, la madre desarrolla sensibilidad hacia estos estimulos, los cuales
son determinantes para cambiar la conducta hacia las crias, de la indiferencia a los
cuidados maternos (Levy, et al., 2004).

La importancia que tienen los estimulos olfativos en el mantenimiento de la conducta
materna no puede ser generalizada a todas las especies; en las ratas y conejos el
olfato no es necesario, en tanto que, en ovejas y ratones es esencial, al menaos, en
madres sin experiencia materna (Levy, et al., 2004).

En el caso de los machos, se ha observado que la presencia de la hembra o de las
crias es necesaria para regular 0 mantener la conducta paterna. Sin embargo, en
algunas ocasiones las crias son atacadas y devoradas aln en las especies que
exhiben cuidados paternos. Los machos deben establecer esta conducta, ya que
parece que hay una adaptacion para evitar los cuidados paternos a crias ajenas.
Aunqgue, se menciona que la exposicién a la hembra prefiada puede ser clave para el
mantenimiento de la conducta paterna, debido a que ciertos estimulos quimicos
inhiben el infanticidio y mantienen esta conducta (Elwood, 1983).

No obstante, Gubernick y Laskin (1994) refieren que los machos castos del raton de
California que atacan o ignoran a las crias se vuelven paternos después de copular
con la hembra o del nacimiento de sus propias crias, pero los mecanismos hormonales
y neuronales de esta transicion aun se desconocen.

En el macho del ratéon de California se ha demostrado que la experiencia con la

primera camada, incrementa la probabilidad de mostrar conducta paterna hacia una

10
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cria ajena. Esto sugiere que el macho sufre una transicion en sus respuestas
conductuales hacia las crias, como consecuencia de la experiencia reproductiva (Jong
et al., 2009).

Por otra parte, las sefiales de la hembra prefiada son importantes para la conducta
paterna en el ratén de California y el ratdon de la pradera (Microtus ochrogaster),
debido a que reciben estimulos de su pareja que influyen en su comportamiento. No
obstante, en el hamster enano, en el cautiverio, estos estimulos maternos no son
necesarios, para que los machos proporcionen cuidados a sus crias, pero en

condiciones naturales podrian ser importantes (Wynne-Edwards, 2001).

Bases neurales

En roedores con cuidados bipaternos, como el raton de California, se ha estudiado la
neurobiologia de la conducta materna y paterna, demostrandose que existen regiones
en el cerebro que juegan un papel importante en la expresion de estas conductas. Una
de ellas es el area preéptica media (MPOA por sus siglas en inglés), ubicada en el
hipotalamo rostral, la cual es esencial para el establecimiento y mantenimiento de la
conducta materna en las ratas. Se ha observado que lesiones eléctricas o cortes en
esta area, alteran la exhibicién de la conducta materna en este roedor (Gonzalez,
2005; Numan y Stolzenberg, 2009).

Lee y Brown (2007) demostraron que la MPOA es importante para el mantenimiento
de la conducta materna y paterna en el ratobn de California, sus resultados fueron
consistentes con el establecimiento y mantenimiento de esta conducta en las ratas.
Las hembras con lesiones en el MPOA invirtieron menos tiempo en los cuidados
maternos en comparacion con las hembras con lesiones simuladas. Mientras que en

los machos lesiones en la MPOA causaron una disminucion de los cuidados paternos.

11
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Se menciona que los machos del raton de California sufren una transicion para el
establecimiento de la conducta paterna, y se sugiere que el MPOA esté involucrada,
debido a que uno de sus ndcleos se activa, (por aumento en la actividad de la c-fos)
en respuesta a los estimulos emitidos por una cria ajena (Jong, et al., 2009).

Otra area cerebral que también participa en la exhibicion de la conducta paterna y
materna es la amigdala, un conjunto de neuronas ubicadas en los l6bulos temporales.
Esta zona ha sido implicada en las funciones de memoria y aprendizaje y en particular
la amigdala basolateral (BA) que participa en el aprendizaje emocional. Por otra parte,
se ha observado que las lesiones eléctricas en esta zona alteran la conducta materna
y reducen la motivacion materna en las ratas. Las lesiones en la BA incrementan la
latencia de recuperacioén de las crias en machos y hembras del raton de California. Asi
mismo, solo los machos con lesiones en la BA mostraron una reduccién significativa
en el acicalamiento de las crias. Estos resultados sugieren que lesiones en la BA
producen mas alteraciones en la conducta de los machos que en las hembras de este
ratén; por lo que la BA se considera que es importante para el mantenimiento de la
conducta paterna, pero no asi en la conducta materna (Lee y Brown, 2007).

Se ha sefialado que el nicleo accumbens (NA) juega una funcién importante en la
expresion de la conducta materna; ya que la expresion de c-fos se incrementa en este
nucleo, cuando exhiben esta conducta (Stack, et al. 2002).

Sin embargo, Lee y Brown (2007) reportaron que el NA no juega ningun papel en el
mantenimiento de la conducta materna y paterna en el ratén de California; los machos
y hembras con lesiones en el NA, no presentaron diferencias significativas en el
tiempo invertido en los cuidados paternos y maternos, en comparacién con los
individuos control, con lesiones simuladas.

En el género Microtus, compuesto por especies de ratones promiscuos y monégamos,

se han estudiado los receptores arginina-vasopresina (AVP) en el septo lateral (LS), se

12
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han realizado comparaciones de la densidad y distribucion de receptores de AVP en
ratones poligamos (Microtus pennsylvanicus) y mondgamos (Microtus ochrogaster),
observandose que los machos poligamos, sin experiencia sexual tienen una mayor
densidad de AVP en el nicleo de la estria terminalis y la amigdala media que los
mondgamos. Estos pequefios cambios en la densidad de AVP después del

apareamiento sugieren que pueden estar implicadas en la conducta paterna (Young, et

al., 1997).

Figural. Ubicacion de la MPOA y el NA en la seccion frontal y sagital del cerebro de
rata (Tomado de Knobil and Neills, 2006).

13

——
| —



Efecto de la castracion en la conducta paterna del ratén de los Volcanes
Neotomodon alstoni

cadenn Ramirez cy nthia Paola

Bases hormonales

En los machos de los roedores con cuidados paternos ocurren cambios hormonales
que no han sido observados en los machos de especies con cuidados unipaternos.
Estos cambios involucran principalmente a hormonas como la prolactina, la
testosterona y la progesterona. Otros hormonas como la oxitocina y la vasopresina
también han sido relacionadas con la regulacién de la conducta paterna (Brown,

1985).

Prolactina

Esta hormona polipeptidica es sintetizada en la adenohipdfisis, cuya secrecion es
regulada por el hipotalamo, el cual ejerce un efecto inhibitorio mediante la produccion
de dopamina, principalmente. En las hembras la prolactina estimula el desarrollo de la
glandula mamaria y la lactancia. En los machos estimula funciones testiculares a
través del incremento de receptores de LH y FSH en las células de Leydig y de
Sertoli, respectivamente. Sin embargo, niveles altos de esta hormona ocasionan
disminucién en la produccion de testosterona y en la espermatogénesis (Greenspan y
Gardner, 2005; Jara, 2001).

La produccion y liberacion de la prolactina son reguladas por hormonas como el
estradiol, la oxitocina y la vasopresina, que estan implicadas en el control de los
cuidados paternos. La administracion de vasopresina via hipotalamo antes del
nacimiento facilita el establecimiento de la conducta materna (Wynne-Edwards y
Reburn, 2000).

La presencia de cuidados paterno en varias especies de roedores ha sido
correlacionada con concentraciones periféricas altas de prolactina; en el ratén de

California los niveles de prolactina en plasma son mas elevados en los machos que

14
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exhiben cuidados paternos que en los castos y los que estan apareados (Gubernick y
Nelson, 1989). En los machos del primate cabeza de algoddn (Saguinus oedipus) con
experiencia paterna los niveles de prolactina se mantienen elevados, incluso cuando
son removidas las crias (Ziegler y Snowdon, 2001).

En el hamster enano cuando la secrecion de prolactina es inhibida durante los ultimos
3 dias anteriores al nacimiento de sus crias, el macho no muestra conducta paterna
durante el parto. Ademas, a los 3 dias siguientes, alin cuando las concentraciones de
prolactina se han recuperado, el nivel de cuidados paternos que exhiben es menor.
Contrariamente cuando la secrecién de prolactina es inhibida en el dia de nacimiento y
las crias son retiradas del nido durante 3 dias, la conducta paterna no es afectada
(Jones, 2000). Los resultados de estos estudios sugieren que la prolactina puede estar
implicada en la regulacion de la conducta paterna. Sin embargo, Brooks vy
colaboradores (2005) en un estudio realizado en esta misma especie, donde se
utilizaron machos sin experiencia paterna, inhibié la produccién de prolactina poco
antes del nacimiento de las crias, usando dos agonistas dopaminérgicos: mesilato de
bromocriptina y carbergolina, sustancias que suprimieron la accién de la prolactina no
s6lo antes del nacimiento de las crias, sino también después de éste. Ninguno de
estos agonistas afect6 la frecuencia o latencia de recuperacion de las crias, a pesar de
gue los niveles periféricos de prolactina disminuyeron. Estos resultados mostraron que
la prolactina hipofisaria parece no tener ningin efecto en la conducta paterna de este
roedor. No obstante, es probable que haya produccién de prolactina en regiones

neurales implicadas en la regulacion de la conducta paterna.

15
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Oxitocina

La oxitocina es un neuropéptido, que es sintetizado en las células nerviosas del nucleo
paraventricular del hipotdlamo, desde donde es transportado por los axones de las
neuronas hipotalamicas hasta sus terminaciones en la porcion posterior de la
neurohipofisis. Esta hormona es liberada en respuesta a estimulos hormonales como
los estrégenos 0 mecénicos como la succién del pezén (Greenspan y Gardner, 2005;
Jara, 2001).

Asi mismo, esta hormona facilita la liberacion de prolactina, su administracién por via
intracerebral ventricular promueve el inicio de la conducta materna. Cuando a ratas
virgenes ovariectomizadas se les administra oxitocina en el bulbo olfatorio, se induce
rapidamente el establecimiento de la conducta materna (Yu, et al., 1996; Wynne-
Edwards y Reburn, 2000). Esta hormona también ha sido relacionada con el
establecimiento de la pareja en los roedores mondégamos (Young, 1999).

El papel que puede tener esta hormona en la regulacion de la conducta paterna ha
sido poco estudiado; en el raton de California no se han encontrado diferencias
significativas en los niveles de esta hormona, entre machos que exhiben conducta
paterna o aquellos que muestran agresion hacia las crias. También se ha demostrado
que los machos que actlan en forma paterna después del parto tienen niveles
similares de oxitocina que aquellos que son paternales (Gubernick, et al., 1995). Estos
resultados sefalan que la oxitocina no esta implicada en la regulacién de la conducta

paterna.

16
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Vasopresina

La vasopresina es una hormona peptidica que es sintetizada en los nudcleos
hipotaldmicos supradptico y paraventricular, que se almacena en la neurohipdfisis. Su
regulacién depende de los cambios de osmolaridad y volumen circulatorio. Siendo
metabolizada rapidamente en el higado y los rifiones (Greenspan y Gardner, 2005;
Jara, 2001).

Esta hormona desempefia un papel importante en el establecimiento de la pareja en
aguellas especies naturalmente bipaternas (Young, 1999). En el raton de la pradera
(Microtus ochrogaster), implantes de arginina-vasopresina en el septo lateral del
macho, incrementa los cuidados hacia las crias (Wang, et al., 1994). Asimismo, en
este roedor la expresion del gen de la vasopresina aumenta, después del nacimiento
de las crias. Este incremento es observado tanto en machos como en hembras. Sin
embargo, este incremento en la expresion del gen de la vasopresina, no es observado
en ratones poligamos con cuidados Unicamente maternos (Wang, et al., 2000)

Esta hormona también participa en la regulacion de la conducta materna
incrementando la afiliacién social y facilita la liberacién de prolactina (Wynne-Edwards

y Reburn, 2000).
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Progesterona

Los cuerpos lateos en el ovario y la placenta son la fuente principal de progesterona,
aungue también las glandulas adrenales producen esta hormona. En los machos es
producida en glandulas adrenales y el higado (Greenspan y Gardner, 2005; Jara,
2001).

En la rata se ha demostrado que esta hormona tiene un papel inhibitorio en la
conducta materna, la supresién de esta hormona antes del nacimiento facilita el inicio
del comportamiento materno (Wynne-Edwards y Reburn, 2000).

En el ratdbn de California las concentraciones de progesterona en plasma se
correlacionaron negativamente con la actividad de la aromatasa en el area predptica
media. Se ha sefialado que el descenso en la concentracion de esta hormona y el
incremento en la actividad de la aromatasa pueden contribuir en el encendido de la
conducta paterna (Trainor, et al., 2003). No obstante, en el hamster enano no se
encontraron diferencias significativas en los niveles de esta hormona, entre los
machos que exhibieron conducta paterna y los indiferentes hacia las crias, lo cual no
apoya la hipétesis de que los machos que exhiben cuidados paternos tienen
concentraciones de progesterona mas bajas que los no paternales (Schum y Wynne-

Edwards, 2005).
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Testosterona

La testosterona es sintetizada en las células de Leydig a partir de colesterol, aunque
en las glandulas suprarrenales también se produce en pequefas cantidades. Esta
hormona tiene diferentes efectos; regula la espermatogénesis, estimula la aparicion de
los caracteres sexuales secundarios. También ha sido relacionada en la regulacion de
la conducta agresiva (Jara, 2001; Greenspan y Gardner, 2005).

En las hembras de los mamiferos, las concentraciones de testosterona se
incrementan después del parto y promueven la agresion materna (Wynne-Edwards y
Reburn, 2000).

Los primeros estudios que correlacionaron la presencia de cuidados paternos con los
niveles hormonales de testosterona, sefialan que en roedores como el gerbo de
Mongolia y el hAmster enano se registra un incremento en los niveles plasmaticos de
esta hormona antes del parto, seguido por un decremento después del nacimiento de
las crias (Brown, et al., 1995; Clark y Gales, 1999; Reburn y Wynne- Edwards, 1999).
Esta disminucion en los niveles de testosterona llevo a creer que en los mamiferos, la
testosterona tenia un efecto inhibitorio en la conducta paterna. En las aves que habitan
zonas templadas los niveles de testosterona se incrementan durante el periodo de
apareamiento, pero disminuyen durante la incubacion y crianza de los polluelos
(Fivizzani y Oring, 1986; Ketterson, et al., 1992). Sin embargo, en otros mamiferos
como el primate cabeza de algodén tamarin (Saguinus oedipus), la conducta paterna
es desplegada cuando los niveles de testosterona son tan altos como durante el
apareamiento (Ziegler y Snowdon, 2000). En el raton de California altos niveles de
testosterona son necesarios para la exhibicion de conducta paterna. En este roedor la
castracion redujo los cuidados paternos, mientras que el reemplazamiento con

testosterona elevoé la cantidad de cuidados paternos. Ademas, también se demostr6
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gue la testosterona no regula de manera directa la conducta paterna, sino a través de
su conversion a estradiol (Trainor y Marler, 2001; 2002).

Contrariamente, en el hamster enano, el estradiol no parece estar implicado en la
regulacion de la conducta paterna; los niveles plasméaticos de esta hormona no difieren
significativamente entre los machos que cohabitan con la hembra prefiada y los que
exhiben cuidados paternos (Schum y Wynne- Edwards, 2005). Asimismo, la castracion
redujo la concentracion de estradiol periférico, mas de 10 veces, pero la respuesta
paterna no fue afectada. Ademas, la administracion de un inhibidor de la aromatasa,
capaz de atravesar la barrera hematoencefalica, tampoco tuvo efecto en esta conducta
(Hume y Wynne- Edwards, 2005).

En el caso de los humanos, los niveles plasmaticos de testosterona también
disminuyen cuando se convierten en padres (Burnham, et al., 2003).

En el caso del gerbo de Mongolia, se ha observado que la conducta paterna y agresiva
se presentan simultaneamente; en esta especie los niveles de agresion fueron
significativamente mas altos en los machos que exhibieron cuidados paternos que los
machos mantenidos en aislamiento. Sin embargo, la testosterona no se pudo

correlacionar con la agresion (Vazquez, 2007).
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Caracteristicas de la especie

El ratobn de los Volcanes mide aproximadamente de 200 mm de largo, incluyendo
cuerpo y cola; el pelaje dorsal es color sepia oscuro y la regién ventral blanca. La cola
también es oscura, excepto la punta, que es mas clara. Su alimentacion se basa en
polen de gramineas, raices, plantas herbaceas, frutos y pequefios invertebrados
(Fig.2; Davis y Follansbee, 1945; Aranda, et al., 1980).

Se reproduce todo el afio tanto en cautiverio, como en su habitat natural. Presenta
ciclo estral poliéstrico con una duracion de 4 dias =1, el periodo de gestacién es de 27
dias, tiene un promedio de 3 crias por camada. En cautiverio el macho participa en el
cuidado de sus crias. Este raton ha sido recientemente introducido al laboratorio como
modelo de estudio de obesidad y etologia (Davis y Follansbee, 1945; Aranda, 1980).
Este raton se reproduce en cautiverio, tiene una longevidad de aproximadamente 4
afios, es facil de manejar y se caracteriza por ser muy décil (Davis y Follansbee, 1945;
Aranda, et al., 1980).

Sus principales depredadores son algunas serpientes, aves rapaces nocturnas y
mamiferos carnivoros como el gato montés y el coyote (Ceballos y Galindo, 1984).

H

Figura 2. Hembra y macho del raton de los Volcanes.
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Habitat

El ratén de los volcanes (Neotomodon alstoni) es una especie endémica de México, su
habitat esta y restringido al Eje Neovolcéanico Transversal. El habitat de este raton se
ubica en un rango altitudinal de los 2440 a los 4500 m.s.n.m. Su distribucién abarca
los estados de México, Michoacan, Morelos, Puebla y Veracruz (Navarro, 2007) (Fig.
3). El habitat de este roedor esta constituido por bosque mixto; en las partes altas y
montafiosas se encuentran asociaciones de pino-encino y en las regiones bajas pino-
abeto. Constituyen elementos importantes en el habitat del raton de los volcanes
varias especies de gramineas, llamadas cominmente zacatdn, de los géneros Stipa,
Muhlenbergia y Festuca. Las hojas de estas gramineas son utilizadas por este roedor

para construir su nido (Aranda, et al., 1980).
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Figura 3. Mapa de distribucién del raton de los Volcanes Neotomodon alstoni (Tomado

de Ceballos y Galindo, 1984).
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ANTECEDENTES

El raton de los volcanes en cautiverio exhibe cuidados paternos; el macho participa
mas que la hembra en el abrigo, acicalamiento y olfateo de las crias (Luis, et al.,
2000). La presencia del macho durante el periodo de lactancia tiene efectos positivos
en la sobrevivencia y desarrollo de los hijos (Luis, et al., 2003). En este ratdén los
niveles plasmaticos de testosterona no varian significativamente con la presencia de
las crias. Sin embargo, los machos que invirtieron mas tiempo en el abrigo en el dia de
nacimiento de las crias presentaron niveles mas altos de testosterona (Luis, et al.,
2009).

Estos resultados sugieren que esta hormona esteroide participa en la regulacion de la
conducta paterna, en este contexto el modelo de castracién podria determinar cual es
la funcién que tiene la testosterona en la regulacion de esta conducta.

Sin embargo, aun es dificil determinar cuales son los factores que intervienen en el
mantenimiento de este tipo de conducta, en estas especies de roedores. Aunque se
sefiala que tanto el apareamiento, la interaccion con la hembra prefiada, la presencia
de las crias y el incremento de ciertas hormonas son estimulos suficientes para
desencadenar la exhibicion de la conducta paterna (Elwood, 1983).

Dependiendo de la especie, existen diferentes factores relacionados como la
experiencia del macho, que parecen estar involucrados en la organizacion y activacion

de la conducta paterna (Clark y Galef, 1999).
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HIPOTESIS

Se ha sefialado que los machos del raton de los volcanes (Neotomodon alstoni)
exhiben conducta paterna cuando sus niveles de testosterona son altos como durante
el apareamiento, por lo que sugiere que esta hormona esta involucrada en la
regulacibn de esta conducta, de ser asi la castracion y reemplazamiento de

testosterona afectara la exhibicion de cuidados paternos.
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OBJETIVOS

General

Establecer si la testosterona participa en la regulacién de la conducta paterna del ratén

de los Volcanes

Particulares

o Determinar el efecto de la castracion en la conducta paterna del raton de los
Volcanes.
o Determinar el efecto de la colocacion de implantes de testosterona en machos

castrados en la conducta paterna de este raton.

25

——
| —



Efecto de la castracion en la conducta paterna del ratén de los Volcanes
Neotomodon alstoni

cadenn Ramirez cy nthia Paola

MATERIAL Y METODOS

Captura de organismos

Los animales utilizados en este estudio fueron la generacion F1, procedentes de
animales silvestres que fueron introducidos en el laboratorio. Los ratones silvestres
fueron capturados de abril a julio del 2008, en la Sierra del Volcan Ajusco, en una
region ubicada entre los kilbmetros 44 y 60 de la carretera federal a Cuernavaca. Para
las capturas se utilizaron trampas tipo Sherman y hojuelas de avena como cebo. Estas
trampas se colocaron bajo los zacatonales entre las 17:00 y 18:00 hrs, marcando el
lugar con una cinta plastica y fueron recogidas al dia siguiente entre las 8:00 y 10:00
hrs.

Los ratones capturados fueron transportados al laboratorio para su
ectodesparasitacion y marcaje. Después de un periodo de cuarentena se formaron
parejas al azar, las cuales fueron apareadas por el sistema monogamico. Los hijos

(F1) fueron utilizados en este estudio.

Mantenimiento de los animales

Estos ratones se mantuvieron en el laboratorio con un foto periodo 12: 12 h de luz-
oscuridad, se les proporcioné Pelets para roedores de Harlan como alimento y agua
ad libitum. Esta dieta se complementé con zanahoria dos veces por semana. También
se realiz6 una rotacién semanal de los organismos en una rueda de ejercicio para

evitar el sobrepeso.
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Seleccion de los animales de estudio

Este estudio se realizo con ratones machos castos con una edad entre 250 a 300 dias
que fueron sometidos a pruebas de conducta paterna, para seleccionar aquellos
machos agresivos o indiferentes hacia las crias. A través de este mecanismo fueron
seleccionados 30 machos, los cuales fueron organizados en tres grupos:

Grupo 1: se les realiz6 una castracion bilateral.

Grupo 2: se les simulé la castracion + colocacion de implantes vacios.

Grupo 3: castracion bilateral + colocacion de implantes subcutaneos de testosterona.

Pruebas de Conducta Paterna

Las pruebas de conducta paterna se realizaron durante la seleccién de los ratones que
se utilizaron en el estudio y después del tratamiento al que fueron sometidos los
ratones de cada uno de los tres grupos.

A cada macho se le colocé individualmente en una jaula de observacion (33x 45x 18
cm.) con cama de aserrin por 5 minutos antes de la prueba para su adecuacion al
lugar. Posteriormente, se introdujo una cria ajena de la misma especie de 1- 3 dias de
nacida.

En el caso en que los machos exhibieron conducta paterna, se registraron los
siguientes parametros: la latencia de inicio (tiempo que transcurre desde que la cria es
introducida hasta que se observa alguna actividad paternal), también se registré el
tiempo de abrigo y acicalamiento, la frecuencia de olfateo y recuperacion de la cria. El
periodo de observacion fue de 11 a 14 horas, el tiempo de registro fue de 10 minutos.

El método de observacion utilizado fue el focal. Estas observaciones se realizaron bajo
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luz natural. Cuando la cria fue agredida esta fue retirada inmediatamente y en algunos

casos eutanizada.

Orquidectomias

Cada uno de los ratones fue anestesiado con una dosis de ketamina de 80 mg/ kg de
peso y xilazina de 10 mg/ kg de peso. Una vez anestesiado, se depil6 el area escrotal
y en seguida se realizé la asepsia de esta region (Fig. 4).

Con un bisturi, se realizé6 una incisién sobre las bolsas escrotales exponiendo el
testiculo, en seguida se ligaron las arterias que corren paralelamente a los conductos
deferentes y se cortd el testiculo para extraerlo. Finalmente se suturé con Cat Gut
(tejidos internos) y seda 000 (piel).

En el caso de los ratones con castracién simulada, sélo se expusieron los testiculos y

en seguida se colocaron de nuevo en la cavidad escrotal y se suturé.

| 5

a
b
w

o
w
&
['4
<
o
"
Q

0

Figura 4. Orquidectomia del ratén de los Volcanes.
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Implantes de Testosterona

Se elaboraron implantes de 1 cm de tubo Silastico (1.47mm x 1.96mm), los cuales
fueron esterilizados para después ser llenados con testosterona (1Imm: 0.1g). Los
extremos del tubo fueron sellados con silicon. Para verificar la liberacion de la
testosterona se realizé previamente una prueba in Vitro, en la que 10 implantes fueron
colocados dentro de tubos Eppendorf con 1.5 ml de solucién fisioldgica. Después de 8
dias la solucién fisiolégica de los tubos Eppendorf fue vaciada sobre papel negro y al
secarse se observo que la testosterona se habia difundido a este medio a partir del
implante.

En los ratones del segundo y tercer grupo, los implantes fueron colocados de 8 a 10
dias después de realizarse las orquidectomias, por debajo de la epidermis en la region

dorsal del ratén.
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Niveles plasméticos de Testosterona

Para cuantificar los niveles de testosterona, a cada uno de los ratones de los tres
grupos se les extrajo una muestra sanguinea de 200 ul por via retrorbital utilizando
capilares heparinizados de 75 mm, antes de la cirugia y 5 dias después de ésta. En el
caso de los ratones del tercer grupo, se tomd una tercer muestra sanguinea después
de realizar las pruebas de conducta paterna, para determinar los niveles de
testosterona liberados del implante.Todas las muestras fueron tomadas antes de las
13 h.

Las muestras sanguineas fueron centrifugadas a 5000 rpm, durante 10 minutos, el
plasma fue separado con una micro- jeringa Hamilton de 50 pl.

Todas las muestras obtenidas, fueron almacenadas a -40° C hasta su analisis por
medio de la técnica de RIA (radioinmunoanalisis). Esta prueba se realiz6 por duplicado
utilizando los kits Coat-A-Count Siemens para Testosterona Total TKTT11939 y
TKTT11977 (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA) con
12| Testosterona y una sensibilidad de 0.04 ng/ml. Los coeficientes de variacion fueron
de 1.96 y 5.34% (Apéndice |).

Las concentraciones de testosterona medida en los ratones de los tres grupos fueron
contrastadas aplicando una ANOVA de dos vias de medidas repetidas utilizando el

programa JMP.
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RESULTADOS

Conducta Paterna

Grupo 1 (ratones castrados): la castracion no tuvo ningun efecto en la conducta de
estos ratones; antes de la orquidectomia el 44.44% fueron agresivos y el 55.56%
fueron indiferentes, durante las pruebas de conducta. Después de la orquidectomia se
observo el mismo comportamiento.

Grupo 2 (ratones con castracion simulada + implantes vacios): la simulacion de la
castracion tampoco afectd la conducta de estos ratones; antes de la simulacion de la
castracion el 25% de estos ratones fueron agresivos y el 75% mostraron indiferencia
hacia las crias. Después de la simulacién de esta cirugia el 12.5% fueron agresivos,
mientras que el 87.5% fueron indiferentes.

Grupo 3 (ratones castrados + implantes de testosterona): antes de la orquidectomia y
reemplazamiento con testosterona, el 81.82% fueron agresivos y el 18.18% fueron
indiferentes. Después del tratamiento (castracion + implantes de testosterona), el
27.27% fueron agresivos, el 18.18% indiferentes y el 54.55% exhibi6 conducta

paterna.

Concentraciones de Testosterona

En la Fig. 5, se muestran las concentraciones de testosterona de los ratones del Grupo
1, antes y después de la castracion. En la Fig. 6, estan representados los niveles de
testosterona de los ratones del Grupo 2, antes y después de la simulacion de la

castracion. En la Fig. 7, se presentan las concentraciones de testosterona de los
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ratones del Grupo 3, antes y después de castracion, asi como durante la liberacién de
esta hormona del implante.

Al comparar las concentraciones de testosterona entre los tres grupos se encontraron
diferencias significativas en las concentraciones de esta hormona entre los
tratamientos (F.5 = 3.60; P< 0.05). El analisis de medias repetidas mostré que los
ratones castrados y con implantes de testosterona presentaron una concentracion
significativamente mayor que los ratones de los otros dos grupos (Ver Apéndice ).

Es importante mencionar que los ratones que exhibieron conducta paterna tuvieron
una concentracion de testosterona de 0.54 a 7.79 ng/ml, los ratones con una
concentraciéon de testosterona por arriba del valor superior de este rango no

presentaron conducta paterna.
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Figura 5. Concentraciones de testosterona en ratones de los volcanes, antes y

después de la castracion.
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Figura 6. Concentraciones de testosterona en ratones de los volcanes con castracion

simulada e implantes vacios antes y después de la simulacién de esta cirugia.
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Figura 7. Concentraciones de testosterona en los ratones de los volcanes, antes y

después de la castracioén, y con implantes de testosterona.




Efecto de la castracion en la conducta paterna del raton de los Volcanes
Neotomodon alstoni

cadenn Ramirez cgwtma Paola

En el Cuadro 2 se presentan las conductas observadas durante las pruebas de
conducta paterna. El abrigo fue la conducta paterna observada en todos los ratones
que exhibieron conducta paterna después de la castracidbn y reemplazamiento con

testosterona.

Cuadro 2. Actividades que presentaron los machos que exhibieron conducta paterna.

Conductas observadas en machos
castrados con implantes de

testosterona.
Abrigo v
Acicalamiento v
Olfateo v
Construccion del nido v

Recuperacion de la cria
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DISCUSION

Solo los ratones castrados y con reemplazamiento de testosterona exhibieron
conducta paterna, lo cual sugiere que la testosterona participa en la regulacion de esta
conducta. La induccién de esta conducta ocurrié en un rango de concentracion de 0.54
a 7.79 ng/ml, lo cual puede indicar que cuando los niveles de testosterona sobrepasan
el rango fisiolégico no hay exhibicibn de conducta paterna, tal vez debido a la
saturacion de los receptores de esta hormona en las areas neurales, implicadas en la
regulacion de esta conducta, como el MPOA (Lee y Brown, 2007).

Las concentraciones periféricas de testosterona de los ratones castos en los que se
indujo la conducta paterna con reemplazamiento de testosterona son superiores a los
reportados para esta especie (0.15 a 0.23 £ 0.06 ng/ml), cuando el macho de manera
natural exhibe conducta paterna (Luis, et al., 2009).

Cabe mencionar, que algunos ratones en este estudio presentaron concentraciones de
testosterona, en el rango en el que exhibieron conducta paterna los ratones con
castracion y reemplazamiento hormonal, esto puede indicar que la conducta paterna
probablemente, sea inducida por el incremento en los niveles de esta hormona,
ocasionado por la liberaciéon de testosterona del implante y no a la concentracion de
ésta.

Durante el ciclo reproductivo del ratén de los Volcanes se registran elevaciones en los
niveles de testosterona principalmente durante la cohabitacién con la hembra, periodo
en €l que ocurre el apareamiento. En el gerbo de Mongolia también se registran
incrementos en los niveles de esta hormona durante la cohabitacion con la hembra y
en el dia de nacimiento (las hembras presentan estro postparto). Estos incrementos se
cree son ocasionados por el apareamiento y podrian ser el estimulo que dispare la

conducta paterna (Luis, et al., 2009; Luis, et al. en prensa).
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En el gerbo de Mongolia la cohabitacion del macho con la hembra causa cambios
neuroenddcrinos que inhiben el comportamiento agresivo y promueven la conducta
paterna (Brown et al.1995). En el raton de California se ha observado que los
estimulos quimiosensoriales de la hembra promueven la conducta paterna cuando las
crias no estan presentes (Gubernick and Alberts 1987).

Por otra parte, en roedores como el raton de California se sefiala que la testosterona
mantiene los cuidados paternos; en este roedor los machos castrados con
reemplazamiento de testosterona mostraron niveles més altos de conducta paterna
gue los machos castrados sin reemplazamiento hormonal (Trainor y Marler, 2001).

En el raton de California la testosterona no ejerce sus efectos de manera directa, sino
através de su conversion a estrégenos en el MPOA, el tratamiento con testosterona o
estrdgenos produce significativamente altos niveles de conducta paterna, mientras que
la administracion de inhibidores de la aromatasa, enzima que transforma la
testosterona en estrégenos, bloquea los efectos positivos de la testosterona en la
conducta paterna, pero no los de los estrégenos. Estos resultados podrian explicar
como la conducta paterna es expresada en varias especies de mamiferos cuando sus
niveles de testosterona son relativamente altos (Trainor y Marler, 2002).

En el ratdén de la pradera bajos niveles de testosterona ocasionados por la castracion
no tienen efecto sobre la conducta paterna. En Phodopus cambelli aunque la
castracion redujo de manera significativa las concentraciones periféricas de
testosterona y estradiol, la conducta paterna no fue alterada. Ademas en este roedor la
administracion de un inhibidor de la aromatasa que atraviesa la barrera
hematoencefélica tampoco tuvo ningun efecto en la conducta paterna (Hume y Wynne
Edwards, 2005; 2006).

La conducta paterna que fue inducida por el reemplazamiento de testosterona, en el

raton de los Volcanes, estuvo integrada por actividades como el abrigo, el
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acicalamiento y la construccion del nido. Estas pautas conductuales son parte de la
conducta paterna natural de este ratdén (Luis et al., 2000). La conducta de abrigo fue
observada en todos los machos en los que se indujo la conducta paterna. En los
cuidados paternos, esta conducta se considera la mas importante debido a que reduce

la perdida de calor de las crias (Elwood, 1983).

Aunque solo fue posible inducir la conducta paterna en los ratones con
reemplazamiento de testosterona, las altas variaciones en la concentracién de esta
hormona llevan a interpretar estos resultados con reservas, por lo cual para establecer
de manera objetiva el papel que esta hormona tiene en la regulacién de la conducta
paterna, se debe repetir este estudio, analizando que posibles variables influyeron en

estos resultados, principalmente respecto a las concentraciones de testosterona.

En los roedores parecen existir dos patrones en la regulacion de la conducta paterna:
uno en el que la testosterona participa en la regulacion de esta conducta, via
conversion a estrogenos y el otro en el que ninguna de estas dos hormonas parecen
estar implicadas en la regulacion de esta conducta.

En los roedores la conducta paterna no esta restringida a lineas filogenéticas
especificas, en su lugar ha evolucionado en especies individuales, en respuesta a
condiciones ecolbgicas locales que demandan el cuidado de los dos padres para
optimizar los sucesos reproductivos; por lo cual es posible que las vias
neuroendocrinas que conducen a la conducta paterna no sean compartidas entre

especies (Wynne Edwards y Timonin, 2007).
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CONCLUSIONES

o Solamente los ratones castrados y con reemplazamiento de testosterona
exhibieron conducta paterna.

o Se sugiere gue el incremento en los niveles de testosterona puede ser el
estimulo que dispare la conducta paterna en este roedor; sin embargo, no
deben sobrepasar el rango fisiolégico para que esta conducta pueda
observarse.

o Se observaron pautas conductuales como el abrigo, el acicalamiento y la
construccién del nido en los ratones del tercer grupo que presentaron conducta
paterna.

o La conducta de abrigo se observo en todos los ratones que presentaron

conducta paterna.
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Apéndice |

Técnica de RIA (Radioinmunoanalisis)

Esta técnica fue realizada en el Laboratorio de Biologia de la Reproduccion Humana
en el Hospital Juarez de la Secretaria de Salubridad por la M. en C. Ma. de los

Angeles Granados Silvestre.

Dicho procedimiento se basa en utilizar un anticuerpo especifico para testosterona que
se encuentra en la pared de un tubo de polipropileno, esta testosterona estd marcada
con '*°| y compite con la testosterona de la muestra por los sitios de unién de los

anticuerpos.

Posteriormente, el tubo se decanta para separar la testosterona unida de la libre y se
cuenta en un contador gama; la cantidad de testosterona en la muestra se determina

en una curva de calibracion.
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Apéndice Il

Tabla de ANOVA (JMP®)

d.f. SS MS F P
Tiempo 2 24.85 4,97 3.34 0.052
Tratamiento 2 103.69 2.07 3.60 0.042
Interaccion Tratamiento*
) 4 128.54 4.03 0.006
Tiempo

Gréfica de andlisis de medias repetidas.

Interaccidn Tratamiento™ Tiempo (F 44e= 4.03; P = 0.006)

Nivel de Testosterona {mg/ml)
1

Antes 5 8-10

Dias transcurridos después de la castracion
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