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RESUMEN

En varias especies de mamiferos, se ha sefialado que la testosterona es necesaria para
el despliegue de la conducta paterna. Asi mismo, se ha establecido que el area predptica media,
es la region neural mas importante en la regulacion de esta conducta. El raton de los Volcanes
(Neotomodon alstoni) es una especie endémica de México. En cautiverio el macho de este
roedor, exhibe conducta paterna, lo cual lo convierte en un buen modelo para el estudio de las
bases hormonales de esta conducta. Este estudio tuvo como objetivo determinar el efecto de la
castracion y el reemplazamiento con testosterona, en la conducta paterna de este roedor.
Ademas, de establecer si la densidad de receptores a testosterona en el area predptica media
tiene relacion con la exhibicion de cuidados paternos o agresion. Se utilizaron 30 ratones
machos sin experiencia sexual y 11 con experiencia sexual, que fueron seleccionados por su
agresion o indiferencia hacia las crias. Estos animales se organizaron en cuatro grupos, los tres
primeros incluyeron animales sin experiencia sexual y el cuarto, animales con experiencia
sexual. Los ratones del primer grupo fueron castrados bilateralmente (MC), los del segundo
tuvieron castracion simulada y se les colocaron implantes vacios (MS), los del tercer
(MCSEST) y cuarto grupo (MCEST) fueron castrados bilateralmente e implantados con
testosterona. Entre cuatro y cinco dias después de la orquidectomia o la colocacion del
implante, cada uno de los ratones fue sometido a pruebas de conducta paterna. Se les extrajeron
muestras sanguineas por via retrorbital, una semana después de la castracion e inmediatamente
después de las pruebas de conducta paterna, para determinar los niveles de testosterona en
plasma por RIA. Asi mismo, después de las pruebas de conducta paterna fueron sacrificados
dos machos; uno que presento conducta paterna y otro agresivo hacia las crias. Los cerebros de
estos animales fueron procesados para inmunohistoquimica, con la finalidad de determinar la
densidad y distribucion de receptores a testosterona en el 4rea predptica media. Unicamente se
indujo conducta paterna en los machos de los grupos El 36.36% de los ratones MCSEST y
MCEST exhibieron conducta paterna. Los niveles periféricos de testosterona en estos ratones
fueron significativamente mas altos que los machos de los otros grupos. La densidad de
receptores a testosterona en los ratones que exhibieron conducta paterna, fue cualitativamente
mayor a la observada en los agresivos. Estos resultados sugieren que la testosterona puede estar
involucrada en los mecanismos neuroendocrinos que suprimen el infanticidio y promueven la

expresion de la conducta paterna en este roedor.



1. Introduccion

La conducta paterna se define como el conjunto de actividades que realiza el macho
en beneficio directo o indirecto de las crias y que reduce su propia adecuacion (Clutton-
Brock et al., 1991; Dewsbury, 1985;) En algunos vertebrados después del nacimiento o la
eclosion, los padres proveen de alimento, proteccion y refugio a las crias. La conducta
materna y/o paterna constituye un elemento esencial en la estrategia reproductiva de
muchas especies de aves y mamiferos (De Jong et al, 2009).

En la mayoria de las especies de mamiferos la hembra se encarga del cuidado de
sus hijos y s6lo en un 10% de los géneros de estos vertebrados, el macho participa en el
cuidado de las crias. Entre los mamiferos que presentan cuidados paternos se encuentran
algunas especies de primates, carnivoros, perisodactilos y roedores (Woodroffe, 1994).
Estos ultimos, la presencia de cuidados paternos ha sido relacionada con la organizacion
social y el sistema de apareamiento, por lo que la conducta paterna es mas comun en
roedores mondgamos que en promiscuos (Kleiman y Malcom, 1981). La participacion del
macho en el cuidado de las crias ha sido descrita en varias especies de roedores como,
Peromyscus californicus (raton de california), Microtus ochrogaster (raton de las praderas),
Phodopus campbelli (hamster enano), Meriones unguiculatus (gerbo de Mongolia), entre
otros. En estas especies el macho proporciona a las crias los mismos cuidados que las
hembras, a excepcidn de la lactancia.

En diversos estudios se ha sefialado que la conducta paterna es regulada por
hormonas como, la prolactina, oxitocina, vasopresina, glucocorticoides, progesterona y
testosterona, debido a que los niveles plasmaticos de estas hormonas varian a través del
ciclo reproductivo de los machos de las especies que presentan cuidados bipaternos

(Rosenblatt, 1992; Nunes, 2001; Ziegler y Snowdon, 2001).



2. Bases sensoriales implicadas en la conducta paterna

El infanticidio es una practica que ocurre en muchas especies de mamiferos
generalmente el macho cuando se encuentra a una hembra que ya tiene crias, las mata. Esta
conducta provee ventajas reproductivas porque la hembra lactante puede entrar en estro, en
un periodo muy breve (Trivers, 1973; Vom Saal y Howard 1982). Aunque la inhibicién del
infanticidio es necesaria para la exhibicion de cuidados paternos, un macho que ya no es
agresivo podria nunca ser paternal, por lo cual se cree que diferentes mecanismos median la
inhibicion del infanticidio y el inicio de la conducta paterna (Vom Saal, 1985).

Existe evidencia de que el apareamiento, la cohabitacion con la hembra prefada y la
presencia de las crias son estimulos que pueden inhibir el infanticidio y facilitar y la
conducta paterna en los machos de los roedores, independientemente de su sistema de

apareamiento (Brown et al, 1995; Bamshad et al, 1994).

2.1. Experiencia sexual

Los mecanismos involucrados en el inicio del comportamiento paterno parecen ser
sexualmente especificos (Jakubowski y Terkel, 1982; Soroker, 1988; Gubernick, 1989); en
el raton de laboratorio (cepa CF1), alrededor del 50% de los machos sexualmente
inexpertos muestran conducta infanticida, mientras que después del apareamiento entre el
80 y 100% exhiben conducta paterna (Vom Saal, 1982). En la rata macho el apareamiento
y las sefiales quimicas emitidas por la hembra prefiada promueven la exhibicion de
cuidados paternos. (Mennella, 1988).

En el raton de laboratorio (cepa CF1) la cohabitacién con una hembra prefiada, sin
copula previa, no inhibe el infanticidio (Perrigo, 1991, Palanza, 1991). Sin embargo, en

ratones de tipo salvaje el infanticidio es inhibido en estas condiciones (Soroker, 1988). En



el gerbo de Mongolia (Elwood, 1977), en la rata Long Evans (Brown, 1986a), el ratén de
laboratorio CF1 (Elwood, 1985) y en el raton suizo (Palanza, 1991), la cépula y la
cohabitacion con la hembra prefiada son factores necesarios para la exhibicion de cuidados
paternos. La cohabitacion con una hembra ovariectomizada falla en inhibir el infanticidio
en ratones de tipo salvaje, ratones suizos, ratén y rata de laboratorio (Brown, 1986a;
McCarthy, 1986; Palanza, 1991; Soroker, 1988), se ha sugerido que la copula puede ser el
estimulo que inhibe el infanticidio.

Las variaciones observadas entre especies y cepas respecto a los estimulos que
inhiben el infanticidio y promueven la conducta paterna, no permiten determinar si la
eyaculacion en una breve interaccion con la hembra, es suficiente para inhibir el
infanticidio, o si es necesaria la cohabitacion con la hembra prefiada durante un largo
periodo de tiempo, después de la copula. En ratones de la cepa CS1, la cépula inhibe el
comportamiento infanticida y facilita la conducta paterna. Mientras que en los ratones de la
cepa CBA es necesaria la copula y la cohabitacion con la hembra prefiada para la inhibicion
del infanticidio y el despliegue de cuidados paternos (Kennedy, 1988). Otros trabajos
realizados en machos de ratones silvestre (Mus musculus), sugieren que la copula en si
inhibe el infanticidio, pero esta inhibicion depende del estatus social del macho (Soroker,

1988).

2.2. Presencia de la hembray las crias

En la rata de laboratorio la conducta materna es iniciada por los cambios
hormonales que ocurren en la hembra al final de la prefiez, mientras que en el macho, la
conducta paterna parece ser disparada por las sefiales quimicas emitidas por la hembra

durante la prefiez y la presencia de las crias. Estos estimulos son la sefial que podria activar
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cambios neuroendocrinos subyacentes a la conducta paterna (Brown, 1993). Por otra parte,
en machos virgenes de la rata de laboratorio, la conducta paterna puede ser inducida a
través de la exposicion a crias de la especie, la latencia de inicio de esta conducta es la
misma observada en las hembras virgenes de este roedor (Rosenblatt, 1967).

La copula y la cohabitacion con la hembra facilitan la conducta paterna en el macho
de la rata Long-Evans (Brown, 1986a). En el raton de california y el gerbo de Mongolia, los
machos sexualmente inexpertos pueden atacar o mostrar indiferencia hacia las crias y s6lo
presentan comportamiento paterno, cuando se aparean y cohabitan con la hembra durante el
periodo de la gestacion (Bamshad, 1994). Estudios realizados en el macho del raton de la
pradera, demostraron que cuando el macho es separado de la hembra, puede presentar
agresion hacia las crias, después de la separacion (Insel, 1995).

En el hamster hingaro el acicalamiento del neonato y el consumo del fluido
amniodtico después del parto, ademas del consumo de la placenta pueden activar la conducta
paterna (Mennella, 1988). En hamster enano al igual que en la rata de laboratorio, se ha
demostrado las sefiales quimicas emitidas por la hembra durante la prefiez, constituyen un

estimulo para que el macho exhiba cuidados paternos ( Lévy, 2008).

2.3. Experiencia social

Cuando los machos de los roedores son expuestos, por primera vez, a las crias de su
especie, pueden ser infanticidas, exhibir conducta paterna o ignorar a las crias. La
exhibicion de estas conductas, depende en gran parte de la experiencia que hayan tenido
con los padres durante su desarrollo, de su status social, la experiencia que hayan tenido

con sus hermanos y de su desarrollo prenatal (Jakubowski y Terkel, 1985).
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La calidad y la cantidad de cuidados paternos que reciben los machos durante su
infancia influyen en el despliegue del comportamiento paterno en la etapa adulta. Cuando
crias recién nacidas del raton de campo (Microtus pennsylvanicus) son cuidadas por
machos, con experiencia sexual del raton de la pradera (Microtus ochrogaster), especie en
la cual el macho proporciona mas cuidados, ocurre que una vez que estas crias se
convierten en adultos y se reproducen, los machos del raton de campo que recibieron
cuidados paternos del raton de la pradera, pasan mas tiempo en el nido con sus hijos, que
los machos que fueron criados por sus propios padres (McGruire, 1988). Estos resultados
sugieren que la conducta paterna podria ser aprendida durante el desarrollo postnatal
(Brown, 1993), o ser improntada.

Los ratones de laboratorio que son mantenidos con sus padres durante seis semanas
después del nacimiento y, por lo tanto, se encuentra expuesto a las crias provenientes de la
segunda camada, tiende a mostrar en la etapa adulta mayores cuidados paternos que los

machos que no tuvieron tal experiencia (Jakubowski y Terkel, 1985).

2.4. Bases Neurales de la conducta paterna

La literatura sobre las bases neurales de la conducta paterna se encuentra muy
dispersa, ademés de que son pocos los estudios realizados en el area.

Rosenblatt y Ceus (1998) al administrar a ratas machos progesterona y estrogenos
en el MPOA (Area Predptica Media), lograron inducir la exhibicion de cuidados paternos,
no obstante que estos roedores no exhiben cuidados paternos naturales.

Cuando al macho o la hembra del raton de California se les lesiona el area
preoptica media, la latencia de exhibicion de cuidados paternos se incrementa

significativamente con respecto a los animales en los que se simula la lesion. También se
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observa una disminucion considerable del tiempo que invierten en el olfateo y
acicalamiento de las crias. Sin embargo, las lesiones en el MPOA no producen una
reduccion en el tiempo que los machos y las hembras invierten en el abrigo de las crias.
Estos resultados sugieren que los mecanismos neurales que controlan la conducta paterna
son similares a los de la conducta materna en esta especie (Gubernick y Alberts, 1987; Lee
y Brown, 2007).

En las hembras del hamster, cortes sagitales en algunas conexiones laterales del
MPOA, y las conexiones del septo lateral interrumpen la conducta materna. Esto mismo ha
sido observado en la rata de laboratorio (Miceli, 1982, Koranyi, 1988)

Por otra parte, lesiones en el bulbo olfatorio eliminan la conducta materna, inducida
por sensibilizacion en ratas virgenes o lactantes de ratones suizos albinos (Gandelman,
1971). Mientras que en la rata de laboratorio, la bulbectomia ocasiona que la latencia de
inicio de la conducta materna sea mas corta en hembras virgenes y lactantes comparadas
con las hembras control (Fleming, 1974; Fleming, 1979).

El género Microtus esta integrado por ratones promiscuos y mondgamos, que
difieren en la localizacion neural de los receptores a la arginina-vasopresina (AVP) y
oxitocina (OT). En las especies mondgamas estos receptores se distribuyen en la amigdala,
un organo neural asociado con la conducta bipaterna. Mediante autoradiografia se ha
examinado si la distribucion de los receptores AVP y OT esta asociada con la conducta
paterna facultativa en los machos de Microtus pennsylvanicus, con o sin experiencia sexual
y paterna. Los ratones con experiencia sexual y paterna comparados con los machos
inexpertos presentan menos receptores a AVP en el septo lateral (LS) y presentan més en el
nucleo olfativo anterior (AON). Contrariamente, la cantidad de receptores a OT es mayor

en el AON, en el ntcleo terminal estriado, en el LS y en la amigdala lateral. Sin embargo,
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este patron de distribucion de los receptores a vasopresina se presenta so6lo en los ratones
machos con cuidados paternos naturales. No obstante, este mismo patron puede ser
observado en los machos de especies sin cuidados paternos naturales, cuando la conducta
paterna es inducida.

Sin embargo, ratones machos de la pradera, con experiencia sexual, presentan una
densidad de fibras de arginina vasopresina radioactivas (AVP-ir) en el LS y en el nticleo
habenular lateral més baja que los machos sin experiencia sexual. Para observar si los
cambios en las fibras del LS y el nicleo habenular lateral ocurren antes o después del
nacimiento de sus crias, y si estan asociados con los cambios en la conducta paterna, se
probd la conducta paterna/materna y se midié la densidad de fibras AVP-ir en el LS, en el
nucleo habenular lateral, en el MPOA y en el nucleo paraventricular del hipotalamo en los
machos y hembras castos, asi como en los ratones apareados que fueron sacrificados 3 DPA
(dias post apareamiento), 13 DPA y 21 DPA o 6 DN (dias del nacimiento de sus crias). La
respuesta paterna se incrementd en los machos 3 DP y se mantuvo constante a los 13 DP,
mientras que la densidad de fibras AVP-ir no se modifico en el MPOA, ni en el nacleo
paraventricular del hipotdlamo. Sin embrago, la densidad de dichas fibras en el LS y en el
nucleo habenular fue afectada en forma diferente tanto en hembras como en machos. Los
machos 3DPA tuvieron la densidad mas baja de fibras, mientras que los machos 13DPA y
6DN presentaron densidades intermedias. Asi mismo, en los ratones 0DP y 21 DP se
observaron las densidades de fibras mas altas. Por el contrario, en las hembras no se
encontraron diferencias en las densidades de las fibras, en los machos 3DP pudo inducirse
a través de la cohabitacién con una hembra desconocida, pero no con un macho extrafio.

Los pequefios cambios en la densidad de las fibras AVP-ir después del apareamiento,
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sugieren que éstas pueden estar implicadas en la respuesta a una conducta paterna, asi como
también en otras conductas sociales (Bamshad, et al., 1994).

Otros estudios realizados en machos con experiencia sexual también validan la
correlacion entre el incremento de los niveles de AVP y la conducta paterna. Los machos
con experiencia sexual de especies poligamas del género Microtus no presentan diferencias
en la concentracion de AVP en el LS, mientras que los machos mondégamos que tienen mas
contacto fisico con sus crias, si presentan cambios en los niveles de AVP en el LS. No
obstante, cuando se suministra una inyeccion de un agonista de la AVP en el LS, el tiempo
de contacto fisico con las crias se reduce (Wang et al., 1994). Todas estas investigaciones
sugieren que la conducta paterna esta asociada con altas concentraciones de AVP en el
BNST yen la AM.

Un estudio realizado en dos especies del género Peromyscus, en él que se compar6
la distribucion de las neuronas vasopresinérgicas y sus receptores, se observo que los
machos mondgamos muestran mas AVP-ir en el nucleo de la estria terminalis, que los
machos de especies poligamas, asi como también tienen mas receptores a AVP en el LS

(Bester-Meredith et al., 1999)

2.5. Area Preoptica Media (MPOA)

El MPOA se localiza en la parte rostral del cerebro posterior al hipotalamo e incluye
los ntcleos medial y lateral. Algunas neuronas en el area predptica media y otros grupos de
neuronas cercanas al hipotdlamo anterior, contienen receptores a androgenos y estrogenos.
La estimulacion de esas areas ha sido relacionada con el inicio de la conducta sexual, de

conductas sociales como la agresion y en la conducta materna, en la rata (Figura 1).
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Figura 1 imagen donde se representa la ubicacion del MPOA en rata tomado de Carlson, 1999

Las fibras que proyectan hacia el MPOA surgen en el cortex cingulado, hipocampo,
septum y ntcleo lateral, formando las estructuras limbicas. El MPOA recibe estimulos
provenientes del sistema olfatorio por via de la amigdala y la estria terminalis,
proyectandose hacia el peri acueducto gris del cerebro medio y la médula ventral rostral.
Pero esas areas del cerebro han sido implicadas en el control de las senales de dolor
entrantes, en la conducta sexual y el inicio de la conducta materna defensiva/agresiva esto
es una hipotesis de que en esta ruta son importantes las sefiales relacionadas con esas
conductas. Las lesiones en el MPOA reducen o suprimen la conducta copulatoria en
algunas especies.

El MPOA es la region del cerebro mas importante implicada en la regulacion de la
conducta materna, en la rata de laboratorio esta area neural es critica en la regulacion
hormonal de la conducta materna (Gray and Brooks, 1984, Trainor, 2003, Lee, 2007).

Gubernick, (1993) y Stack (2002), mencionan que ademés del MPOA, la parte
ventral de la estria terminalis, también desempefia un papel importante en la regulacion de
la conducta materna, debido a que la administracion directa de estrogenos o prolactina, en

estas regiones facilitan la conducta materna.
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Se ha propuesto la existencia de un circuito neural que regula la conducta materna
(“circuito materno”), en el que se incluye al sistema olfatorio principal y accesorio, sus
proyecciones hacia el sistema limbico, como la amigdala, el nicleo accumbens y la corteza
prefrontal, el nticleo cama de la estria terminal, el septum y el MPOA.

Estudios realizados en el macho del raton de California sugieren que en el circuito
paterno/materno de este roedor, estd implicada el MPOA, debido a que esta area es un sitio
critico de aromatizacion de testosterona a estradiol (E2), siendo que en este roedor se
demostré que la testosterona regula la conducta paterna a través de su conversion a
estradiol (Trainor, 2003). Estudios en la rata de laboratorio evidencian que las neuronas del
MPOA y vBST se activan, cuando se exhiben cuidados maternos, esta actividad se puede
observar a través de inmunoreactivadad de los genes c-Fos, estos genes se activan cuando
se administran estrogenos (ER) en las neuronas del MPOA (Calamandrei, 1994, Fleming,
1981).

Gubernick en 1993 demostré que la gonadectomia tanto en machos como en
hembras del raton de California, reduce el volumen del MPOA y el reemplazo con
testosterona aumenta su volumen, esto mismo fue observado por Numan et al. (1977), en la
rata de laboratorio. Ademas, en este roedor se observo que la colocacion de implantes de

estradiol en el MPOA facilita el inicio de la conducta materna.
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3. Regulacion hormonal de la conducta paterna

3.1 Hormonas Proteicas

Oxitocina

Es un neuropéptido, que es sintetizado en las células nerviosas del nucleo
paraventricular del hipotdlamo, de aqui es transportada, por los axones de las neuronas
hipotaldmicas hasta sus terminaciones, en la porcion posterior de la hipofisis
(neurohipo6fisis). Esta hormona ha sido relacionada con el establecimiento de la pareja en
los roedores mondgamos (Young, 1999).

La oxitocina facilita las interacciones sociales, como la de madre-hijo, en diversas
especies. También ha sido relacionada con la facilidad de interaccion social. Se piensa que
la oxitocina puede tener un papel critico en la iniciacion del contacto entre hembras
virgenes del raton de las praderas y las crias, resultando en la expresion de la conducta
materna (Olazéabal, 2006). Sin embargo, no existen evidencias del papel que pudiera tener
esta hormona en la regulacion de la conducta paterna. En el macho del raton del campo
(Microtus pennsilvanicus) y en el de la montafia (Microtus montanus), la expresion del gen
de la oxitocina hipotalamica se incrementa cuando se convierten en padres (Wang et al.,
2000). Mientras que en el raton de California, las concentraciones de oxitocina son
significativamente mas elevadas en los machos que cohabitan con la hembra prefiada que
en los ratones castos y aquellos que estan participando en el cuidado de sus crias

(Gubernick et al., 1995).
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Vasopresina

Es una hormona peptidica sintetizada en los nucleos hipotalamicos supradptico y
paraventricular y se almacena en la neurohip6fisis. Desempefia un papel muy importante en
el establecimiento de la pareja en aquellas especies naturalmente bipaternas (Young, 1999).
Por otra parte, se sefiala que también interviene en el desarrollo de la conducta paterna;
implantes de arginina-vasopresina en el septo lateral del macho del ratén de la pradera
incrementa los cuidados hacia las crias (Wang et al., 1994), ademas tanto en el macho
como en la hembra aumenta la expresion del gen de la vosopresina después del nacimiento
de sus crias. Por el contrario, en el raton de la montafia, que se caracteriza por presentar
unicamente cuidados maternos ninguno de los dos progenitores presenta incrementos en la
expresion del gen de la vasopresina (Wang et al., 2000). Por lo que se presume que el
aumento en los niveles de vasopresina no parece presentarse en todos los mamiferos, sino

solo en los machos y hembras de especies mondgamas (Wynne-Edwars, 2001).

Prolactina

Durante varios afios, la prolactina fue considerada una hormona de procedencia,
exclusivamente hipofisaria, pero se ha demostrado que esta hormona también se produce en
tejidos como, la placenta, el tutero, testiculos, glandulas adrenales, islotes pancreaticos,
intestino y diferentes areas cerebrales (Nasello et al., 1998). Una de las funciones mas
conocidas de la prolactina es estimulacion de la secrecion lactea, aunque también esta
involucrada en la regulaciéon de otros eventos como la conducta materna y el estrés
(Bridges, et al., 1997). Esta hormona es transportada activamente a regiones neurales

especificas que intervienen en la regulacion de la conducta materna (Sakaguchi et al., 1996;
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Bridges et al., 1997). En la tltima década se ha encontrado que esta hormona puede ser
producida en el cerebro particularmente en el area predptica media (Rosamunde, 2006).

En varios roedores, altas concentraciones de prolactina han sido asociadas con la
presencia de cuidados paternos (Gubernick y Nelson, 1989; Brown et al., 1995; Ziegler et
al., 1996, Reburn y Wynne- Edwards, 1999). Sin embargo, aun no se han realizado estudios
que establezcan de manera objetiva, si el incremento de esta hormona, cuando los machos

despliegan conducta paterna, es causa o efecto.

Hormonas Esteroides

Progesterona

Se han realizado pocas investigaciones con respecto al papel que la progesterona
pudiera tener en la regulacion de la conducta paterna. Los niveles de esta hormona son
significativamente mas bajos en los machos que exhiben conducta paterna comparados con
los machos apareados, por lo cual se sugiere que esta hormona tiene un papel inhibitorio en
la regulacion de la conducta paterna, correlacionandose negativamente con la actividad de
la aromatasa en el area predptica media (Trainor et al., 2003).

Otros estudios en el raton de laboratorio demuestran que la progesterona facilita la
agresion directa hacia las crias y suprime la conducta paterna (Schneider et al., 2003). Asi,

la progesterona probablemente estd implicada en la inhibicion del comportamiento paterno.

Glucocorticoides
Los glucocorticoides son producidos en la corteza de las glandulas suprarrenales y
aunque han sido poco estudiados en su relacion con la conducta paterna, se sabe que

responden a cambios sociales; con la formacion de parejas en el primate cabeza de algodon
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(Saguinus oedipus), en el raton de la pradera y en el hamster enano se produce una
reduccion en la concentracion de esta hormona (Ziegler et al., 1996). El cortisol esta
involucrado en la formacion de la pareja, asi como en la relacion madre-hijo; en el hamster
enano que naturalmente exhibe conducta paterna, los niveles de cortisol se elevan
inmediatamente antes del parto y decrecen después del nacimiento de las crias (Reburn y

Wynne-Edwards, 1999).

Testosterona

Es una hormona esteroide producida, principalmente por el testiculo, en las
glandulas suprarrenales esta hormona es producida en pequefas cantidades. En el macho la
testosterona regula una variedad de fendmenos reproductivos, por ejemplo, la produccion
de espermatozoides, la competencia por las hembras, el cortejo. Recientemente ha sido
implicada en la regulacion de la conducta paterna (Monaghan y Glickman, 1992).

Estudios que correlacionan la exhibicion de la conducta paterna con los niveles
plasmaticos de testosterona, sefialan que la concentracion natural de esta hormona afecta la
expresion de este comportamiento (Wynne-Edwards y Reburn, 2000).

En el hamster enano, se ha demostrado que la exhibicion de conducta paterna
coincide con bajas concentraciones plasmaticas de testosterona; en el macho de este roedor
los niveles plasmaticos de esta hormona se incrementan conforme se aproxima el
nacimiento de sus hijos, lo cual es consistente con la defensa y proteccion de la hembra
prefiada. Sin embargo, después del nacimiento de sus hijos, los niveles periféricos de
testosterona descienden, este descenso ha sido relacionado con una reduccion en la agresion
hacia las crias y la facilitacion del despliegue de la conducta paterna (Reburn y Wynne-

Edwards, 1999). En el gerbo de Mongolia los niveles plasmaticos de testosterona son
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elevados en los machos que cohabitan con la hembra hasta los 20 dias de la prefiez, pero
descienden significativamente tres dias después del nacimiento de sus crias, permaneciendo
bajos del dia 10 o 20 del periodo de lactancia (Brown et al., 1995).

En los machos de las aves también se ha observado una disminucioén en los niveles
periféricos de testosterona, cuando proporcionan cuidados a sus hijos (Feder et al., 1977).
Estos resultados han llevado a plantear que en los machos de los roedores con cuidados
bipaternos la testosterona juega un papel inhibitorio de la conducta paterna. Sin embargo,
estudios recientes sefialan que la funcion de la testosterona en la regulacion de la conducta
paterna tiene que ser reconsiderada. Schum y Wynne-Edwards (2005), encontraron que en
los machos del hamster enano, los niveles periféricos de testosterona no cambian
significativamente, ni antes o después del nacimiento de los hijos, lo cual contradice los
resultados del primer estudio realizado con este roedor. No obstante se sefiala que los
machos que siempre recuperaron a sus crias, durante las pruebas de conducta paterna,
tuvieron concentraciones mas bajas de testosterona que los que nunca las recuperaron.
Asimismo, en el gerbo de Mongolia, un estudio , sefiala que los niveles periféricos de
testosterona en los machos de este roedor, se mantienen sin cambios significativos, durante
su ciclo reproductivo, lo cual sugiere que la testosterona podria, entonces, facilitar la
exhibicion de cuidados paternos y no inhibirlos, como se crey6 inicialmente (Luis et al,
2010). En el primate cabeza de algodon se determind, que los niveles de testosterona
urinarios se incrementan durante la prefiez y permanecen elevados durante el periodo de
lactancia (Ziegler y Snowdon, 2001), coincidiendo con altos niveles de conducta paterna.
Nunes (2000), encontré6 que en la marmota comun (Marmota marmota), los niveles de
testosterona varian significativamente mientras los machos cuidan a sus crias. En el macho

del raton de California, que vive con sus crias o la pareja prefiada, los niveles de
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testosterona son mas bajos que en los machos que permanecen en aislamiento, aunque la
diferencia no fue significativa (Gubernick y Nelson, 1989).

En el ratén de California, Trainor (2001), demostré que la testosterona es necesaria
para la exhibicion de la conducta paterna. La castracion en estos roedores reduce la
cantidad de cuidados paternos, mientras que la administracion de testosterona a machos
castrados incrementa las actividades paternas por arriba de lo observado en los machos en
los que s6lo se simuld la castracion. Estos resultados senalan que en esta especie la
testosterona tiene un papel facilitador y no inhibidor de la conducta paterna. No obstante,
en otras especies con cuidados bipaternos los resultados de los experimentos de castracion
y reemplazamiento hormonal son variables; en el gerbo de Mongolia la castracion produce
un incremento en los cuidados paternos (Clarck y Galef, 1999), mientras que en el macho
del raton de la pradera el efecto de la castracion sobre esta conducta ha sido inconsistente,
debido a que mientras Wang y De Vries (1994) senalan que la castracion ocasiona una
disminucion de los cuidados paternos, Lonstein y De Vries (1999) encontraron que ésta no
tiene ningun efecto sobre la conducta paterna. En este roedor se ha demostrado que la
testosterona act@la postnatalmente para facilitar los cuidados paternos en los machos
adultos, debido a que la castracion en el dia del nacimiento inhibe los cuidados paternos
(Loinstein, 2002). Otros estudios con el gerbo de Mongolia, han demostrado que en los
machos que permanecen con su familia los niveles plasmaticos de testosterona son
significativamente mayores que en los que permanecieron aislados (Luis et al., 2010).

En el raton de California, se ha demostrado que la testosterona no regula de manera
directa la conducta paterna, sino que a través de su conversion a estradiol, por medio de la
enzima aromatasa; cuando machos castrados de este roedor son tratados con testosterona

mas un inhibidor de la conversion de testosterona a estradiol, muestran menor conducta de
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abrigo y acicalamiento que los machos tratados de la misma forma maés estradiol. Aunque
se sabe que el estradiol promueve el encendido de la conducta materna, los resultados
obtenidos a través de estos experimentos son los primeros en demostrar que la testosterona,
a través de su aromatizacion a estradiol promueve la conducta paterna en los roedores
mondgamos. Asimismo, estos resultados dan una explicacion, de como los machos de los
mamiferos expresan cuidados paternos mientras los niveles de testosterona se encuentran
elevados (Trainor, 2002). En este raton se observo que los machos que exhiben conducta
paterna presentan significativamente mayor actividad de la aromatasa en el area preoptica
media, que los machos apareados sin crias, lo cual sugiere que el incremento en la
conversion de testosterona a estradiol contribuye al despliegue de la conducta paterna
(Trainor, 2003). En el Hamster enano los niveles periféricos de estradiol no difieren
significativamente entre los machos apareados en los dias ocho, 12, 15 y 17 del periodo de
gestacion y los machos que se mantuvieron en cohabitacion con sus hijos en los dias uno,
tres, cinco y 12 del periodo de lactancia lo cual sugiere que esta hormona no participa en la
regulacion de la conducta paterna en este roedor (Schum y Winne-Edwards, 2005). Ademas
la inhibicidén de la actividad de la aromatasa, enzima que participa en la conversion de
testosterona en estradiol, no tiene tampoco ningun efecto en la conducta paterna del

Héamster enano. (Hume y Winne-Edwars, 2006).
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4. Antecedentes del Modelo de Estudio

El raton de los Volcanes es un roedor endémico de la fauna mexicana, que habita en
el Eje Neovolcanico Transversal. En cautiverio el macho de este roedor participa en el
cuidado de las crias, proporcionando a sus hijos los mismos cuidados que la hembra a
excepcion del amamantamiento.

En esta especie los niveles periféricos de testosterona no disminuyen cuando el
macho exhibe conducta paterna, las concentraciones de esta hormona se mantienen tan altas
como durante la cohabitacion con la hembra (Luis et al., 2008). Observandose una
correlacion positiva entre las concentraciones de testosterona y el tiempo invertido en el
abrigo en el dia cinco del posparto de su pareja. Estos resultados sugieren que en esta
especie la testosterona podria facilitar la exhibicion de cuidados paternos. Pero esta relacion
no ha sido demostrada experimentalmente, en este contexto el presente trabajo tuvo como
finalidad determinar si la testosterona puede inducir la exhibicion de cuidados paternos.

Considerando esta posibilidad, es relevante determinar si en los machos que exhiben
conducta paterna, la densidad de receptores a esta hormona es mayor en el area preodptica

media, comparados con los machos que muestran indiferencia o agresividad hacia las crias.

Caracteristicas de la especie

El ratén de los volcanes es un roedor que mide aproximadamente 200mm de largo,
incluyendo el cuerpo y la cola; el pelaje dorsal es color sepia oscuro y la region ventral
blanca. La cola también es oscura, excepto la punta, que es mas clara. Su alimentacién se
basa en polen de gramineas, raices, plantas herbaceas, frutos y pequefios invertebrados

(Figura 2).
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Fig. 2. Macho del ratén de los volcanes presentando cuidados paternos en cautiverio

Su reproduccién tanto en cautiverio como en su habitat natural es durante todo el
afio. Presenta un ciclo estral poliéstrico con una duraciéon de 4 dias +1, el periodo de
gestacion es de 27 dias, tiene un promedio de 3 crias por camada. En cautiverio el macho
participa en el cuidado de sus crias (Davis y Follansbee, 1945; Aranda, 1980). Sus
principales depredadores son algunas serpientes, aves rapaces nocturnas y mamiferos

carnivoros como el gato montés y el coyote (Ceballos y Galindo, 1984).

Habitat

El ratén de los volcanes es una especie endémica de México, su distribucion y
habitat se restringe al Eje Neovolcanico Transversal. Su hébitat se ubica en un rango
altitudinal de los 2440 a los 4500 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.), su distribucién
abarca los estados de México, Michoacén, Morelos, Puebla y Veracruz (Navarro, 2007). El
habitat de este roedor esta constituido por bosque mixto; en las partes altas montafiosas se
encuentran asociaciones de pino-encino y en las regiones bajas pino-abeto. Constituyen
elementos importantes en el hébitat del raton de los volcanes varias especies de gramineas,
llamadas comunmente zacaton, 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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5. Objetivo General
Determinar si la testosterona esta implicada en el inicio de la conducta paterna en el
raton de los Volcanes (Neotomodon alstoni) y correlacionar la densidad de receptores a esta

hormona con la exhibicién de cuidados paternos.

Objetivos particulares
<> Determinar si el reemplazamiento con testosterona induce la exhibicion de
cuidados paternos.

7

> Correlacionar la densidad de receptores a testosterona en el MPOA con las

conductas paternales, agresivas o de indiferencia hacia las crias.

27



6. Hipotesis

> Se espera que el reemplazamiento con testosterona induzca la
exhibicion de cuidados paternos, en el macho del raton de los Volcanes, y que la
densidad y distribucion de receptores a testosterona en el MPOA de estos machos,
sea mayor comparada con animales que exhiben agresion o indiferencia hacia las

crias.
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7. Materiales y Métodos

Los animales utilizados en este estudio se obtuvieron de una colonia de raton de los
Volcanes, establecida en el laboratorio de biologia de la Reproduccion de la Unidad de
Morfologia y Funcion de la FES Iztacala, UNAM.

La colonia de ratones se mantuvo bajo un fotoperiodo de 12:12 h luz-oscuridad, a
una temperatura y humedad ambientales, se les proporcioné como alimento Nutricubos

para pequefios roedores (Harlan®), zanahoria cada tercer dia y agua corriente ad libitum.

Seleccion de los animales de estudio

30 ratones sin experiencia sexual y 11 con experiencia sexual, pero no paterna,
fueron seleccionados por su indiferencia o agresividad hacia las crias, para seleccionarlos
los animales fueron sometidos a pruebas preliminares de conducta paterna: cada macho fue
puesto en una caja de acrilico (32 x 23 x15 cm) con cama de aserrin limpio. Después de 10
minutos de aclimatacion fue introducida una cria ajena de la misma especie de uno a tres
dias de nacida, registrandose la conducta exhibida por el macho. Los machos que
exhibieron espontaneamente conducta paterna fueron excluidos de este estudio. Cuando el
macho ataco a la cria esta fue retirada inmediatamente de la caja. Estos animales se
organizaron en cuatro grupos.

Primer grupo: machos sin experiencia sexual castrados bilateralmente sin reemplazo
de testosterona (MC)

Segundo grupo: machos sin experiencia sexual con orquidectomia simulada e
implante vacio (MS)

Tercer grupo: machos sin experiencia sexual castrados bilateralmente y reemplazo

de testosterona (MCSEST)
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Cuarto grupo machos con experiencia sexual castrados bilateralmente y con reemplazo

de testosterona (MCEST)

Pruebas de conducta paterna

Las pruebas de conducta paterna se realizaron una semana después de la colocacion del
implante para asegurar que la liberacion de testosterona hubiera incrementado los niveles
periféricos se esta hormona. Cada macho fue colocado individualmente, en una caja de acrilico
(30x45x18 cm), con cama de aserrin limpio. Después de 10 minutos de aclimatacion, fue
introducida una cria ajena de la misma especie, de uno a tres dias de nacida. Cuando los
machos fueron paternales o indiferentes hacia las crias, se realizaron las observaciones durante
15 minutos. En caso de agresion la cria fue retirada inmediatamente. Se registraron las
conductas paternas desplegadas por el macho, asi como la latencia de inicio de esta conducta.
El método de observacion utilizado fue el focal. Las observaciones fueron realizadas entre las
14:00 y 19:00 hrs, por un solo observador que se mantuvo a una distancia aproximada de 90 a
100 cm. Las conductas registradas fueron: abrigo, acicalamiento, olfateo y recuperacion de las

crias (Ver tabla 2).

Orquidectomias

Para realizar las cirugias cada raton fue anestesiado, con una dosis de ketamina
(333mg/kg) y xilacina (66 mg/kg), por via intramuscular. En seguida se depil6 el area escrotal-
abdominal y la asepsia de esta region. Mediante una incision en la region escrotal-abdominal el
testiculo fue expuesto, se ligaron las arterias que corren paralelamente a los conductos
deferentes, posteriormente el testiculo fue cortado y retirado. Finalmente, se suturaron los

tejidos internos con hilo cat-gut y los externos con seda.
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En el caso de los ratones con castracion simulada, s6lo se sacaron los testiculos
exponiéndolos a contacto con el medio externo por espacio de 2 min, después de este tiempo

fueron colocados en su lugar y se sutur6 la herida.

Implantes de testosterona

Los implantes fueron hechos con tubo Silastic® de 15 mm (1.47mm L.D. x 1.96mm
0O.D. Down Corning®), llenados con 1mg de propionato de testosterona [4-androsten-17f-ol-
3-one 17 propionate] (Sigma Aldrich®) y sellados con adhesivo de silicon. Siguiendo la
metodologia utilizada por Trainor y Marler 2001. En la rata de laboratorio se ha reportado una
taza de liberacion de ~Ing/ml, en este tipo de implante (Di Wu, 2010).

Para la cirugia de implantacion, los animales fueron anestesiados con ketamina y
xilacina, los implantes fueron colocados via subcutdnea en la region dorsal del raton, una
semana después de la cirugia de orquidectomia asegurando con ello que la testosterona
circulante proviene del implante.

Una semana después de la colocacion de implantes los animales fueron sometidos a

pruebas de conducta paterna.

Obtencién de muestras sanguineas

A cada uno de los machos de los cuatro grupos, se les extrajeron muestras sanguineas
del seno retro-orbital con capilares heparinizados, anestesidandolos ligeramente con éter antes o
después de la castracion o castracion simulada, una semana después de la realizacion de esas
cirugias e inmediatamente después de la prueba de conducta. El plasma fue separado por
centrifugacion y almacenado a -70 °C. La cuantificacion de testosterona fue realizada por
radioinmunoensayo (RIA). El RIA fue realizado por duplicado con un kit Siemens para

Testosterona Total (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA), con '*I
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testosterona, con una sensibilidad de 40pg/ml. Los coeficientes de variacion inter e intra ensayo
fueron 5.37 y 8.16, respectivamente. La radioactividad fue medida con un contador gamma

modelos 1282 Compugamma (LKB-Wallac, Turku, Finland).

Inmunohistoquimica para receptores de andrégeno (AR) en MPOA

Inmediatamente después de la pruebas de conducta paterna fueron sacrificados: un
raton que mostro conducta paterna (la testosterona indujo cuidados paternales), uno indiferente
y un agresivo hacia las crias. Como control positivo se utilizd un raton que desplegaba
conducta paterna de manera natural. Cada uno de estos animales fue anestesiado para
perfundirlo via intracardiaca, con paraformaldehido al 4% en PBS. Después de la fijacion se
extrajo el cerebro, el cual fue post fijado durante cuatro horas mas en el mismo fijador.
Posteriormente, este 6rgano fue procesado histologicamente para realizar cortes de 5 a 7 p de
grosor, entre el segundo y tercer tercio en el plano sagital del cerebro. La localizacion de la
region del MPOA se realizé por comparacion con el atlas estereotaxico rata/raton.

En la inmunohistoquimica de AR se utilizd un anticuerpo policlonal IGg de conejo
sc815 (Santa Cruz Biotechnology, inc). Para demostrar que este anticuerpo reconocia al
receptor de testosterona del raton de los Volcanes, se valido el cruce con los receptores a
testosterona en este roedor, lo cual se realizd tomando como control positivo epididimo y
cerebro de raton de laboratorio, epididimo y cerebro de raton de los volcanes, como control

negativo se utilizo un control de isotipo en ambas especies y tejidos.

Analisis de datos

Como los datos obtenidos de las concentraciones de testosterona no se distribuian

normalmente, fueron contrastados aplicando la prueba no paramétrica de Kruskal- Wallis
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8. Resultados

Conducta paterna

En la Tabla 1, se muestra que en el Grupo MC; la castracion no tuvo ningln efecto
en la conducta paterna; antes de la orquidectomia el 50 % de estos ratones fueron agresivos
y el 50% indiferentes hacia las crias. Después de la castracion el porcentaje de animales
agresivos e indiferentes no se modificé (X* =0.0 P=1.00). La simulacién de la cirugia e
implantacién con placebos tampoco tuvo un efecto significativo en la conducta de los
ratones del Grupo MS (machos simulados); previo a la simulacion el 40% de los ratones
fueron agresivos y el 60% mostraron indiferencia. Después del tratamiento de
orquidectomia simulada el 30% exhibieron agresiéon y el 70% fueron indiferentes
(X*=0.178 P=0.915). En el Grupo (MCSEST) antes del tratamiento el 90% de los machos
fueron agresivos y el 10% mostraron indiferencia. Sin embargo, después de la
orquidectomia y el reemplazo con testosterona; el 36.36% fueron agresivos, el 27.27%
fueron indiferentes y el 36.36% exhibi6 conducta paterna (X*=7.571 P=0.023). En el Grupo
MCEST, durante las pruebas de seleccion el 100% de machos fueron agresivos. Mientras
que después del tratamiento el 45.45% de los machos presentaron agresion, el 18.18% fue
indiferente y el 36.36% exhibi6 conducta paterna (X =8.250 P=0.016; Tabla 1).

La conducta paterna inducida por el reemplazamiento con testosterona se presento
con una latencia promedio de 0.75+ 1.55 min (Fig. 1)

En la Tabla 2, se presentan las conductas observadas durante las pruebas de
conducta paterna. La conducta de mayor incidencia fue la de abrigo y recuperacion de las

crias, aunque la conducta de defensa de la cria también fue observada en varios individuos.
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Pruebas de conducta antes del Pruebas de conducta después
tratamiento del tratamiento P=
agresivos | indiferentes | paternales | agresivos | indiferentes | paternales

Machos
castrados 50 50 0 50 50 0 1.00
N=10

Machos con
castracion 40 60 0 30 70 0 0.915
simulada N=3 N=7
N=10

Machos sin
experiencia
sexual, 90 10 0 36.36 27.27 36.36 0.023
castrados y N=10 N=1 N=4 N=3 N=4
con reemplazo
de
testosterona
N=11

Machos con
experiencia
sexual, 100 0 0 45.45 18.18 36.36 0.016
castrados y N=11 N=5 N=2 N=4
con reemplazo
de
testosterona
N=11

Tabla 1. Porcentaje de machos que presentaron agresion, indiferencia o conducta paterna antes y
después del tratamiento

Latencia
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Fig. 1. Latencia de contacto con las crias pre y post tratamiento
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Conductas observadas
en machos castrados con
implantes de testosterona

El macho curva el cuerpo de tal forma que forma una

Abrigo concavidad en la region ventral, en la cual acomoda a la cria para
proporcionarle calor.
Acicalamiento El macho toma a la cria tomada con las extremidades

anteriores y la lame repetidamente, principalmente la region peri-
anal.

Construccion del nido

Con las extremidades posteriores el macho empuja el
material de anidacion formando un circulo.

Olfateo

El macho acerca nariz a la cria y mueve ritmicamente las
vibrisas para reconocer a la cria.

Recuperacion de la cria

Con el hocico el macho toma a la cria de la region dorsal y
la traslada al nido.

Defensa de la cria

Al finalizar las pruebas de conducta cuando se introdujo
un objeto para retirar a la cria del nido, el macho adoptaba una
posicion de ataque llegando incluso a morder dicho objeto.

Tabla 2. Conductas registradas en los machos del ratéon de los volcanes

Concentraciones de testosterona

Las concentraciones de testosterona en plasma de los machos de los cuatro grupos

fueron significativamente diferentes después del tratamiento (H=22.97, 3 P=0.001). El

analisis multiple de medias (Tukey) mostr6é que los ratones MCEST y MCSEST tuvieron

niveles de testosterona en plasma significativamente mas altos que los MC y los MS

(P<0.01). No se encontraron diferencias significativas en los niveles de testosterona en

plasma entre los machos MC vs MS (p>0.05). Asi mismo, tampoco se observaron

diferencias significativas en los niveles de testosterona en plasma entre los machos de los

grupos MCEST vs MCEST (P>0.05; Fig. 2)
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Fig. 2. Los machos con reemplazamiento de testosterona (MCEST y MCSEST), presentaron niveles
significativamente mas altos de esta hormona que los machos castrados (P=0.001). Los valores se representan
en medias con desviacion estandar

Para determinar si la conducta desplegada por los machos MCEST y MCSEST
hacia las crias dependia de la concentracion de testosterona en plasma, se contrastaron los
niveles de testosterona entre los machos que mostraron conducta paterna, los que mostraron
agresion y los que fueron indiferentes hacia las crias, observandose diferencias
significativas en la concentracion de esta hormona (P = <0.001). El anélisis multiple de
medias Dun’s, sefiala que los machos que desplegaron conducta paterna tuvieron
significativamente (9.166,2 P<0.05) niveles mds altos de esta hormona que los machos
agresivos e indiferentes hacia las crias (Fig. 3).

Los datos obtenidos de concentraciones de testosterona y conductas fue posible
conjuntarlos en un solo grupo, debido a que no se observaron diferencias significativas
(P>0.05) entre los niveles de testosterona y las conductas desplegadas entre los MCSEST y

MCEST.
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Fig. 3. Los niveles de testosterona en plasma en los machos castrados con implante de testosterona,
fueron significativamente diferentes (P<0.05) ente machos que fueron paternales y los no paternales. Los
valores se representan en medias con desviacion estandar

Inmunohisotoquimica

La inmunohistoquimica de los receptores a testosterona, en el MPOA mostrd que
los machos con reemplazamiento hormonal que exhibieron cuidados paternos durante las
pruebas de conducta presentaron una mayor densidad de receptores a testosterona que los
machos que exhibieron agresion (Fig. 4B).

Ademéds, en las imagenes de la inmunohistoquimica se observa que el patron de
distribucion de receptores a testosterona en los machos en los que se indujo la conducta
paterna se extiende a otras areas cerebrales formando una “H”, mientras que en los ratones
agresivos este patron tiene forma de “V” invertida Fig. 4, lo cual sugiere que las regiones
neurales que intervienen en la regulacion de la conducta paterna, no sélo estan limitadas al
MPOA. Ademas, los ratones que no mostraron conducta paterna tuvieron menor
inmunoreactividad en el MPOA (Fig. 4B). La densidad de receptores a testosterona y el

patron de distribucion en los machos que exhibieron conducta paterna fueron muy similares
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a lo observado en el ratobn que exhibia cuidados paternos de manera natural (control

positivo Fig. 4C).

Fig. 4. Micrografias de una Inmunohistoquimica en cerebro en macho del raton de los Volcanes, a)
macho que presento conducta paterna hacia las crias después de implantarlo b) macho agresivo ¢) macho
control y d) control de isotipo, en las que se muestra area predptica media (MPOA), tercer ventriculo (3V), y
receptores androgénicos inmunoreactivos (flecha) 4X
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9. Discusion

En los machos castrados o simulados la conducta agresiva o de indiferencia hacia
las crias no se vio afectada después del tratamiento. Sin embargo, la castracion seguida por
el reemplazo con testosterona causo que un porcentaje considerable de machos del raton de
los Volcanes exhibieran conducta paterna, a pesar del que en la primera exposicion a las
crias estos ratones fueron agresivos o indiferentes. Estos resultados sugieren que la
testosterona estd involucrada en los cambios neuroendocrinos que inhiben el infanticidio y
promueven la exhibicion de cuidados paternos en este roedor. En el raton de California
también se ha demostrado que la testosterona promueve la exhibicion de cuidados paternos,
los machos con reemplazamiento de testosterona exhiben mas cuidados paternos que los
machos intactos (Trainor y Marler, 2001).

Lo anterior sugiere que la exhibicion de cuidados paternos se da tinicamente en un
rango por arriba del nivel basal y sé6lo hasta un limite. Cuando éste es sobrepasado puede
ocurrir una saturacion de los receptores a testosterona en el MPOA y como consecuencia se
inhibe el despliegue de la conducta paterna. Cuando los niveles periféricos de testosterona
se encuentran por debajo del nivel basal, el MPOA y otras areas neurales no son
estimuladas para el inicio de la conducta paterna.

Los niveles periféricos de testosterona en los machos castrados, con reemplazo de
testosterona que exhibieron conducta paterna fueron significativamente mas altos que los
registrados en aquellos machos que fueron indiferentes o agresivos hacia las crias. Con base
en estos resultados, se podria plantear que el estimulo para el inicio de la conducta paterna
es el incremento en los niveles de testosterona, ocasionados por su liberacion del implante,
antes que los niveles basales de esta hormona. En condiciones naturales este incremento en

los niveles de testosterona podria ser ocasionado por la copula. En muchas especies de
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mamiferos se ha sefialado que la copula produce un aumento en los niveles de testosterona
(Gary and Kristen, 1969; Herz and Drori, 1969; Frijakamel et al., 1975; Bonilla et al.,
2006). En el ratoén de los volcanes la cohabitacion con la hembra ocasiona elevaciones en
los niveles de testosterona (Luis et al. 2008), aunque atn falta determinar si en este roedor
la copula puede incrementar significativamente los niveles de esta hormona. En el gerbo de
Mongolia la cohabitacion con la hembra también ocasiona un incremento en los niveles de
testosterona, y en el dia del nacimiento de las crias, cuando las hembras exhiben estro
posparto, los niveles de testosterona en plasma son significativamente mas altos en los
machos que permanecen con la hembra que en los machos que se mantienen en aislamiento
(Luis et al, 2010).

Diversos estudios han demostrado que en el macho de la rata y raton de laboratorio,
la copula puede inducir un cambio de conducta agresiva a paterna (Vom Saal, 1985; Huck
et al., 1982). En el ratén de california, un treinta por ciento de los machos desplegaron
conducta paternal 24 horas después de la copula; esta conducta persistié por un periodo de
tiempo considerable, aunque la hembra no estuviera presente (Gubernick et al. 1993).

Los machos de especies monodgamas tienen la oportunidad de copular varias veces
antes de que su pareja quede prefiada. Ademas, como la mayoria de las hembras de estas
especies presentan estro posparto, el macho tiene la oportunidad de copular otra vez
después del parto. Esto puede constituir un poderoso estimulo en el inicio de la conducta
paterna. Trainor y Marler (2001) han propuesto también que un incremento en los niveles
de testosterona pueden estimular la conducta paterna en el raton de California. Su hipotesis
se basa en la correlacion observada, entre los niveles de testosterona y el tiempo invertido
en el abrigo en los machos con castracién simulada y los castrados con reemplazamiento de

testosterona.
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Por otra parte, en el raton de California se ha demostrado que la copula induce
cambios neuroendocrinos; la actividad de la aromatasa es mayor después de la copula,
comparada con aquellos machos que nunca han copulado (Trainor et al, 2008). En el macho
del raton de la pradera, la copula provoca la expresion de los receptores a oxitocina y de un
aumento en el nimero de receptores ERa-IR, en algunas regiones del cerebro como el
MPOA (Song et al, 2010).

En este trabajo se observo que la densidad de receptores a testosterona en el MPOA,
es mayor, en los machos que mostraron conducta paterna, después del reemplazamiento con
testosterona, comparados con los machos con reemplazo de esta hormona que no fueron
paternales, lo cual sugiere que la testosterona esta siendo captada por las neuronas de esta
region neural en mayor cantidad. Estudios realizados en el raton de laboratorio y el
marsupial (Brazilian opossum) sefialan que la castracion reduce el nimero de receptores a
testosterona en el MPOA y el reemplazamiento con esta hormona revierte este efecto
(Igbal, 1995, Arteaga, 2007).

Esta mayor densidad de receptores a testosterona en el MPOA podria estar
estimulando el inicio de un circuito neural implicado en la regulacion de la conducta
paterna en el raton de los Volcanes. Sin embargo, aun falta establecer si la testosterona
participa de manera directa en este circuito neural o si lo hace a través de una aromatizacion
a estradiol, como ocurre en al raton de California (Trainor y Marler, 2001).

Este es el primer trabajo que se realiza con la finalidad de estudiar en el futuro los

mecanismos neurales implicados en la regulacion de la conducta paterna.
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Conclusiones

eSo6lo fue posible inducir conducta paterna en ratones castrados con
reemplazamiento de testosterona.

eLos machos que exhibieron conducta paterna tuvieron niveles de
testosterona significativamente mas elevados que los machos no paternales.

eLa exhibicién de cuidados paternos se correlaciond con una mayor
densidad de receptores a testosterona en el MPOA.

ela experiencia sexual parece no afectar la induccién de conducta
paterna con testosterona.

o] 0s machos castos son en general mas agresivos hacia las crias que

los machos apareados.
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Anexo 1

Hoja de registro

56



Anexo 2

Técnica para inmunochistoquimica en tejidos fijados con paraformaldehido

Xilol I

Xilol IT

OH 90%

OH 80%

OH 70%

H20 destilada

PBS-Tr (0.07%)

Urea acuosa 6%
PBS-Tr (0.07%)3 lavados
Metanol + H202

PBS 3 lavados
PBS-Tr (0.05%)

Suero al 5% en PBS-Tr

PBS-Tr (0.05%) 3 lavados

Anticuerpo diluido en PBS-Tr

PBS-Tr (0.05%) 3 lavados
Segundo anticuerpo

PBS 3 lavados

DAB

PBS

PBS

10

107

107

107

10

10

15

30

10°C/U

30

10°'C/U

10

60’

10°C/U

toda la noche a 4°C
10°'C/U

120"a temperatura ambiente
10" C/U

10 a 30°

lavado con pizeta

10°
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Anexo 3

Analisis de Datos

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook 1

Normality Test: Passed (P = 0.405)

Equal Variance Test:

Failed (P <0.050)

miércoles, octubre 05, 2011, 04:36:07 p.m.

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks miércoles, octubre 05, 2011, 04:36:07

Data source: Data 1 in Notebook 1

Group N
MC 11
MS11 0
MCEST 11
MCSEST11

Missing Median
0 0.355
0.860 0.445
0 7.650
0 4.950

25%

0.000
3.590
2.657
3.309

H =22.970 with 3 degrees of freedom. (P =<0.001)

75%
0.685

7.980
7.423

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected
by chance; there is a statistically significant difference (P =<0.001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparison Diff of Ranks | q P<0.05
MCEST vs MC 250.000 5.868 Yes
MCEST vs MS 160.000 3.756 Yes
MCEST vs MCSEST 24.000 0.563 No
MCSEST vs MC 226.000 5.305 Yes
MCSEST vs MS 136.000 3.192 No
MS vs MC 90.000 2.113 No

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.
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One Way Analysis of Variance miércoles, octubre 05, 2011, 04:34:47 p.m.
Data source: Data 1 in Notebook 1

Normality Test: Failed (P <0.050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Data source: Data 1 in Notebook 1

Group N | Missing | Median 25% 75%

MC 11 0 0.355 0.000 0.685
MS 11 0 0.860 0.445 3.590
MCEST 11 0 0.350 0.193 1.035
MCSEST | 11 0 0.576 0.0663 1.416

H =4.757 with 3 degrees of freedom. (P =0.190)

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P =0.190)
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