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Resumen

La conducta paterna es regulada por hormonas como la prolactina, la oxitocina,
vasopresina y hormonas esteroides entre estas principalmente la testosterona (T)
y sus metabolitos el estradiol (E2) y dihidrotestosterona (DHT). Estas hormonas
ejercen sus efectos en areas neurales tales como el lecho de la base del nucleo
de la estria terminalis, la amigdala media, el septo lateral y el area predptica media
(MPOA), esta ultima regidén desempefia un papel preponderante en la regulacion
neural de la conducta paterna de los roedores. El macho del gerbo de Mongolia
(Meriones unguiculatus) proporciona a sus crias los mismos cuidados que la
hembra excepto la lactancia. Se han propuesto dos vias a través de las cuales la
testosterona regula la conducta paterna en los roedores: en el raton de California
esta hormona esteroide a nivel neural es convertida a E2, y se cree que ejerce sus
efectos a través de su unién a los receptores de estrogenos, mientras que en el
gerbo de Mongolia se sugiere que la T es transformada en E2 y DHT, por lo cual
estarian implicados en la regulacion de esta conducta tanto los receptores de E2
como de andrégenos. Con la finalidad de proporcionar mas informacién sobre la
implicacidn del receptor de andrégenos en la regulacion de la conducta paterna
del gerbo de Mongolia se realiz6 este estudio, que tuvo como objetivo determinar
si existe una asociacion entre la exhibicion de cuidados paternos de este roedor y
la presencia del receptor a androgenos en el MPOA. Se utilizaron 15 machos
virgenes que se organizaron en 3 grupos: machos castrados con conducta paterna
inducida con T, machos indiferentes o agresivos hacia las crias, con simulacién
del tratamiento y machos con conducta paterna espontanea. Después de las
pruebas de conducta paterna dos individuos fueron sacrificados para realizar
lainmunodeteccion de receptores androgénicos (RA) en el MPOA. Se obtuvieron
muestras sanguineas para cuantificar las concentraciones de T por RIA.

Los resultados mostraron que los machos con conducta paterna espontanea y los
machos con conducta paterna inducida presentaron mayor cantidad de nucleos
inmunoreactivos que los machos agresivos o indiferentes hacia las crias. Las
concentraciones de T en plasma en machos paternales fueron significativamente
mayores que los machos no paternales. Estos resultados sugieren que los
receptores de andrégenos estan implicados en la regulacién de la conducta
paterna en esta especie, lo cual es reportado por primera vez en este estudio.
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Introduccion

En los mamiferos los cuidados paternos son poco comunes, debido a sus
estrategias reproductivas, en estos vertebrados el desarrollo embrionario se
efectua dentro del cuerpo materno, y la alimentacion después del nacimiento es
proporcionada unicamente por la madre. Esto ocasiona que la presencia del
macho no sea necesaria para la supervivencia de la cria. Sin embargo,
actualmente se conoce de la presencia de cuidados paternos en varias especies
de primates, perisodactilos, artiodactilos, insectivoros, quirdpteros, lagomorfos y
roedores (Elwood, 1983)

La conducta paterna se define como el conjunto de actividades que realiza el
machoen beneficio de su progenie, que potencialmente aumentan su
sobrevivencia (Clutton-Brocket al., 1991). En los roedores, los cuidados paternos
se clasifican en directos e indirectos, entre los primeros se encuentran
lasactividades que tienen un beneficio inmediato sobre las crias, como el abrigo,
acicalamiento, olfateo y recuperacion de las crias. Mientras que los indirectos son
aquellos que no implican un contacto directo con las crias, y por tanto un beneficio
indirecto, entre los cuales se encuentran la provision de alimento, construccion del

nido y defensa del territorio(Elwood, 1993).

Los cuidados paternos en roedores son mas comunes cuando el sistema de
apareamiento es monogamico. En los roedores la monogamia puede ser
facultativa u obligada, en la primera el macho puede estar presente o no durante el
periodo de lactancia, sin que se afecte la sobrevivencia de las crias. En la
monogamia obligada la presencia del macho es indispensable en el desarrollo y

supervivencia de la cria (Kleiman y Malcolm, 1981).

Entre los roedores en los que se ha observado la presencia de cuidados paternos
se encuentran elgerbo de Mongolia, Merionesunguiculatus, (Piovanotti y Vieira,

2004), ratén de las praderas, Microtusochrogaster, (Lonstein y De Vries, 1999),




hamsteres enano, Phodopuscampbelli, (Wynne-Edwards y Lisk,1989) y el ratén de

California, Peromyscuscalifornicus (Gubernick et al., 1993).

Ventajas de la conducta paterna

Las ventajas que obtienen las crias de ser cuidadas por ambos padres o s6lo uno
de ellos no pueden ser evidenciadas facilmente; las condiciones de laboratorio no
permiten determinar la influencia de los cuidados bipaternos en la supervivencia
de las crias, debido a que en estas condiciones se les proporciona agua, alimento
y material para el nido. Ademas, de que son mantenidos sin cambio bruscos de
temperatura (Elwood, 1983). No obstante, en roedores como el gerbo de
Mongolia se ha observado, que las crias que crecen cuidadas por ambos padres
abren los 0jos a una edad mas temprana que los que son cuidados unicamente
por la madre (Elwood y Broom, 1978). En el raton de California la presencia del
padre durante el periodo de lactancia favorece el crecimiento y desarrollo de los
hijos (Dudley, 1974). En condiciones naturales, la presencia del macho durante la
lactancia puede ser determinante, en zonas donde las temperaturas pueden bajar
hasta cero y el alimento escasea, la presencia del padre puede ser de gran
importancia, pues en ausencia de la hembra, el macho proporciona calor y

proteccion a las crias (Elwood, 1983).

Regulacion de la conducta paterna

Factores sociales

En los roedores, sin importar su sistema de apareamiento los estimulos que
pueden generar la exhibicion de cuidados paternos son la cohabitacién con la

hembra, el apareamiento y la presencia de las crias (Brown et al., 1995). En el




ratdbn del laboratorio, el 50% de los machos virgenes muestran conducta
infanticida, mientras que después del apareamiento entre el 80 y 100% exhiben
conducta paterna (VomSaal, 1982). En el raton de california, los machos que
fueron agresivos o indiferentes hacia las crias, se vuelven paternales después de
copular o del nacimiento de sus crias (Gubernicket al, 1994). También en este
roedor la experiencia con la primera camada aumenta la posibilidad de que éste
muestre conducta paterna hacia una cria ajena de la especie. Estos resultados
muestran que el macho sufre una transicion en su respuesta conductual hacia las
crias (de Jonget al., 2009).

Estudios en la rata de laboratorio, sefalan que el inicio de la conducta materna es
disparado por los cambios hormonales que ocurren al final la prefiez (Numanet al.,
2006), mientras que el inicio de la conducta paterna parece depender de cambios
neuroenddcrinos, estimulados por la copula, la presencia de las hembras y/o las
crias (Brown, 1993). La conducta paterna, como la materna, es regulada por

factores sociales, neurales y hormonales

En el gerbo de Mongolia, los padres inician el contacto con las crias desde el dia
del nacimiento, posiblemente debido a que éstas emiten estimulos olfativos y/o
auditivos que facilitan el reconocimiento de los padres (Clark y Galef, 2000).
Cuando se inhibe el infanticidio, tanto el gerbo de Mongolia, como la rata de
laboratorio, muestran cuidados paternos, con crias propias o ajenas (Brown,
1986).

Bases neurales de la conducta paterna

El circuito neural que regula la conducta materna esta integrado por el area
predptica media (MPOA), la base de la estria terminalis (BST), el éarea
hipotalamica anterior (AHA) y el nudcleo hipotolamico ventromedial (VMN), asi

como otras regiones con multiples conexiones anatomicas con estas regiones,




como la amigdala media (MA), que recibe proyecciones del bulbo olfatorio (BO)
(Numan et al., 2006).

En los machos algunas de estas regiones neurales también han sido implicadas
en la regulacién de la conducta paterna;machos castrados de la rata de laboratorio
que reciben implantes subcutaneos de estradiol y progesterona o son implantados
bilateralmente con estradiol, directamente en el MPOA, exhiben latencias mas
cortas de recuperaciéon de las crias, abrigo y acicalamiento que los machos que
recibieron implantes de colesterol. Estos resultados indicaron que MPOA media a
través de la estimulacién de estrogenos la conducta paterna (Rosenblatt y Ceus,
1998).

En el ratdn de la pradera (Microtusochrogaster) se ha demostrado que regiones
neurales, como el area preodptica media (MPOA), la amigdala media (AM), el septo
lateral (LS) y la base del nucleo de la estria terminalis (BNST) que participan en la
regulacion de la conducta materna,también desempefian un papel importante en la

regulacion de la conducta paterna (Numanet al., 2006).

En el raton de California, lesiones en el MPOA ocasionan un incremento en la
latencia de exhibicion de cuidados paternos, en comparacién con aquellos
animales, en los que solo se les simula la lesion.Asimismo, los ratones lesionados
invierten menos tiempo en el olfateo y el acicalamiento de las crias (Gubernick y
Alberts, 1987).

En especies mondgamas del género Microtusla distribucion de receptores a
arginina- vasopresina (AVP) y oxitocina (OT) en areas neurales, que regulan la
conducta parental, varia de acuerdo a la condicién reproductiva del individuo; en
M. pennsylvanicus, ratones con experiencia sexual y paterna presentan mas
receptores a AVP en el LS y nucleo olfativo anterior (AON), en comparacién con
los ratones inexpertos. Este patron de variacion sélo se presenta en ratones con
cuidados paternos naturales. No obstante, este patron de distribucion de
receptores a AVP y OT, también, puede observarse en ratones que no presentan




cuidados paternales naturales, como el raton de laboratorio, cuando se les induce

conducta paterna (Bamshad,, et al., 1994).

Aunque se ha reportado que en el nucleoacumbensexiste un aumento en la
expresion de c-fos al exhibir conducta materna (Stack, et al., 2002), ratones de
California con lesiones en esta area no presentan diferencias significativas en los

cuidados paternos respecto al control (Lee y Brown, 2007)

Una de las areas mas estudiadas en la conducta materna y paterna (MPOA), el
tamano de area difiere entre machos y hembras de especies poligamas; esta area
esmas pequena en los machos que las hembras, en especies poligamas, mientras
que en las mondgamas el tamafio del MPOA en el macho es similar al de la
hembra (Shapiro et al. 1991). Cuando a ratas de laboratorio se les lesiona
eléctrica o fisicamente esta area, se le ocasionan alteraciones en la conducta

materna (Numan y Stolzenberg, 2009).

En el raton de California se ha demostrado que el MPOA es un sitio critico en la
regulacion de la conducta paterna y materna, debido a que los machos que
despliegan cuidados paternos, presentan significativamente mayor actividad de la
enzima aromatasa, que transforma la T en E; que los machos virgenes. En el
ratén de California la T regula la conductapaterna a través de su conversion a E2
(Trainor, 2003).

Factores hormonales

Los estudios realizados hasta hoy, sobre la regulacion de la conducta paterna
sefalan que esta conducta, como la materna es regulada por hormonas. Entre las
hormonas que han sido asociadas con la regulacion de la conducta paterna se
encuentran principalmente la prolactina, oxitocina, vasopresina, E,, progesterona y
T.




Oxitocina

La oxitocina es una hormona producida en la hipdfisis. Esta participa en muchos
aspectos de las relaciones sociales, entre estos, la formacion de la pareja y la
relacion padres hijos; la inhibicion de signos de la oxitocina, con la administracion
de farmacos o el “knockout” (KO) del gen de esta hormona ocasiona alteraciones
en la conducta materna. Hembras del raton de la cepa CD38 con KO del gen de la
oxitocina, presentan alteraciones en el abrigo y el acicalamiento, estas
alteraciones desaparecen cuando la oxitocina es administrada por via subcutanea
(Young, 1999).

En el raton de la pradera la oxitocina parece desempefar un papel critico en el
inicio de la conducta materna; la administracion directa de esta hormona en el
bulbo olfatorio, a hembras virgenes ovariectomizadas, resulta en la expresion de la

conducta materna (Yu, et al. 1996; Olazabal y Young, 2006).

La oxitocina también ha sido relacionada con la conducta paterna; en el raton de
California, los machos que permanecen con sus parejas y proporcionando
cuidados a sus hijo, tienen niveles de oxitocinasignificativamente mayores, que los
machos sin experienciasexual (Gubernicket al., 1995). Asimismo, en el ratén de
laboratorio los machos paternalestienen niveles mas elevados de esta hormona, a

diferencia de los machos que son infanticidas(McCarthyet al., 1992).

Sin embargo los niveles hipotalamicos de oxitocina incrementan en las hembras
después del nacimiento de las crias, esto no sucede en los machos (Wang et al.,
2000).

Esto podria establecer que el papel de la oxitocina no es necesario para el inicio

de la conducta paterna.




Vasopresina

Esta hormona es liberada por la hipdfisis. Los primeros estudios sobre conducta
en esta hormona sefialan que es muy importante en el establecimiento de pareja

en especies bipaternas (Young, 1999).

Implantes de arginina-vasopresina en el SL del macho del ratén de la pradera

incrementan los cuidados hacia las crias por parte del macho (Wang, et al., 1994).

Al comparar la distribucion de neuronas, fibras y receptores de vasopresina entre
el ratdbn de california, que es una especie biparental, y raton blanco
(Peromyscusleucopus), el cual no es parental, se muestra que la especie
biparental tiene mayor inmunoreactividad en el BNST y en el SL, ademas de

mayor densidad de receptores en esta ultima zona (Bester-Meredithet al., 1999).

En el raton de montaia, el cual presenta unicamente cuidados maternos, no hay
incremento en el gen de vasopresina en ninguno de los dos progenitores (Wang et
al., 2000). Esto indica que solo en especies mondégamas, los niveles de

vasopresina cambian (Wynne- Edwards, 2001).

Prolactina

Es una hormona peptidica liberada por la hipdfisis. La sintesis y liberacién de
prolactina es regulada por otras hormonas como el estradiol, la oxitocina y la
vasopresina. Al administrar vasopresina en el hipotalamo previo al nacimiento se
facilita el establecimiento de la conducta materna (Wynne- Edwars y Reburn,
2000).

Se ha observado que la prolactina produce una respuesta homéloga en los
machos a lo que presentan las hembras pues al administrar un antagonista
dopaminico como la bromocriptina en ratas machos con niveles altos de

prolactina, la conducta paterna es inhibida (Sakaguchi et al., 1996).

I = l_




Los niveles plasmaticos de prolactina en el raton de California son mas elevados
en machos que exhiben cuidados paternos que en aquellos que son castos y los
apareados (Gubernick y Nelson, 1989). En el caso del primate cabeza de algodén,
al tener experiencia paterna, los niveles de prolactina se mantienen elevados, aun

al remover a las crias (Ziegler y Snowdon, 2001).

En el hamster enano al inhibir en los ultimos tres dias anteriores al nacimiento, el
macho no muestra conducta paterna y a pesar de recuperar los niveles de

prolactina, los cuidados paternos son menores (Jones, 2000).

Estradiol

Esta hormona esteroide es producida en ovarios y en menor cantidad en testiculos
y corteza suprarrenal. En los humanos los niveles de estradiol son mas altos en
los individuos que pronto seran padres, en comparacion con los controles.
Asimismo, los niveles de esta hormona se incrementan después del nacimiento en
aquellos individuos que son padres por primera vez (Berg y Wynne- Edwards,
2001). En el ratén de California, como ya se menciond, machos castrados que
son tratados con E, despliegan altos niveles de abrigo y acicalamiento en
comparacion con los machos tratados con dihidrotestosterona o implantes vacios,
lo cual indica que esta hormona regula la conducta paterna(Trainor y Marler, 2001;
Trainor y Marler, 2002). En el hamster enano, los machos presentanaltas
concentraciones periféricas de Ejantes y después del nacimiento de sus hijos,
estas variaciones en los niveles de E,, no se observan en especies de hamsteres
no biparentales. Sin embargo, aunque la castracién ocasiona una significativa
reduccién en la concentracion de E», la conducta paterna no es alterada (Schum vy
Wynne- Edwards, 2005). Estos resultados parecen indicar que la funcion que el

estradiol tiene en la regulacion de la conducta paterna varia segun la especie.




Progesterona

Esta hormona es producida en ovarios, glandulas suprarrenales y placenta. La
funcién que la progesterona tiene en la regulacion de la conducta paterna ha sido
poco explorada; en machos de larata de laboratorio gonadectomizadas la
colocacién conjunta de implantes Ey progesterona, seguida de la infusién directa
de E; en mPOA induce la exhibicién de cuidados paternos (Rosenblatt yCeus
1998). Aunque este efecto puede ser atribuido al E;y no a la progesterona. En el
ratdbn de California los niveles de progesterona en plasma son mas bajos en los
padres comparados con los machos virgenes. Ademas, los niveles de esta
hormona se correlacionaron negativamente con la actividad de la enzima
aromatasa en el MPOA, lo cual indica que una mayor produccién de E, a partir de
T, se correlaciona con menores niveles de progesterona. Esta relacion negativa
sugiere que la progesterona puede tener una funcion inhibitoria en la conducta
paterna (Trainoret al., 2003). En el hamster enano no hay diferencias significativas
en los niveles de progesterona entre los machos que exhiben conducta paterna y

aquellos que son indiferentes hacia las crias (Schum y Wynne- Edwards, 2005).

Testosterona

Esta hormona es producida principalmente en los testiculos y ovarios. Los
primeros estudios que reportaron una correlacion entre la presencia de la
conducta paterna y T se realizaron en el hamster enano (Phodopuscampbelli) y el
gerbo de Mongolia (Merionesunguiculatus). Estos estudios encontraron que los
niveles de testosterona en los machos disminuyen después del nacimiento de las
crias (Brown et al. 1995, Reburn y Wynne-Edwards 1999).

Una disminucion en los niveles de testosterona también se ha observado en los
hombres cuando se convierten en padres (Berg y Wynne-Edwards 2001). Sin
embargo, estudios posteriores en el hamster enano y el gerbo Mongolia indicaron

I = l_




que los niveles de testosterona no disminuyen cuando los machos participan en el

cuidado de sus crias (Schum y Wynne-Edwards 2005).

En otros mamiferos, tales como el primate cabeza de algodén (Saguinusoedipus)
los niveles de T urinario se elevan después del parto, manteniéndose elevados
durante la lactancia, cuando los machos proporcionan cuidados a sus crias
(Ziegler y Snowdon 2001).

En el ratén California, la castracion reduce el nivel de cuidados paternales,
mientras que los machos castrados con reemplazo de testosterona, mostraron
altos niveles de conducta paterna (Trainor y Marler 2001). Ademas, en este roedor
se demostré que la testosterona promueve la conducta paterna a través de su

conversién a estrogenos (Trainor y Marler 2002).

En el raton de los volcanes (Neotomodonalstoni) la castracion seguida del
reemplazo con testosterona indujo la exhibicién de cuidados paternos en alrededor
del 60% de los machos tratados con esta hormona esteroide, a pesar de estos
animales antes del tratamiento fueron agresivos o indiferentes hacia las crias (Luis
et al.,, 2012).

Estos resultados sugieren que la testosterona induce la exhibicion de cuidados
paternos a través de su conversion a estradiol en las areas neurales implicadas en
la regulacion de la conducta paterna, como el area predptica media. No obstante,
en otra investigacion con este roedor, se encontr6 que la administracion de
dihidrotestosterona, hormona no aromatizable a estrogenos, a machos virgenes
castrados inhibié la conducta agresiva o de indiferencia hacia las crias, e indujo la
exhibicion de acicalamiento y olfateo. Aunque esta hormona no indujo actividades
centrales de la conducta paterna, como el abrigo, si inhibi6 la conducta infanticida
Estos hallazgos plantean la hipdtesis que la conducta paterna en este roedor
podria ser disparada utilizando tanto la via androgénica como la estrogénica.




Receptores androgénicos (RA)

Los RA se encuentran relacionados con el desarrollo sexual y el control de la
fertiidad masculina. Estos se encuentran distribuidos principalmente en el tracto
urogenital masculino, incluida la préstata y en menor cantidad se han encontrado
receptores en glandulas mamarias, rifiones, higado, cerebro entre otros tejidos
(Ruizeveld et al 1991, Kimura et al 1993). Estos receptores se encuentran
mapeados en la banda cromosémica Xq11.2-q12 y estan compuestos por 8
exones. A este receptor se unen principalmente dos hormonas: la testosterona (T)

y la dihidrotestosterona (DHT).

La accion gendmica clasica de los androgenos se basa en los RA que median la
transcripcion de genes. Este mecanismo ocurre de la siguiente forma: en la célula
diana los andrégenos difunden por la membrana plasmatica e interactua con los
RA del citoplasma mediante un complejo multiproteico de proteinas de choque
térmico (HSP) e inmunofibrinas chaperonas. Posterior a la unién del ligando el RA
sufre un cambio conformacional que permite su liberacibn del complejo
multiprotéico. Esta disociacion permite que se desenmascaren los motivos de
dimerizacion y la posterior fosforilacion, translocaciéon nuclear y homodimerizacion.
En el nucleo, el complejo activado AR- ligando se une a secuencias especificas de

reconocimiento en el ADN (Heemers y Tindall, 2007, Avellar et al, 1997).

Ademas de estos roles lo RA tienen un papel vital en la neuromodulacién y en la
conducta agresiva y sexual (Zuloaga et al, 2008). Estudios realizados mediante el
bloqueo con antiandrogénicos como la flutamida (FLU) e hidroxiflutamida (OHF)
han logrado la inhibiciéon de conductas sexuales en ratas macho (McGinnis y Mirth
1986). En machos de rata adulta la restauracion de la motivaciéon sexual, cuando
es mediada por la presencia de pareja, puede ser impedida mediante la
administraciéon de FLU, mientras que conductas sexuales secundarias como la
vocalizacion son menguadas por la administracion de OHF (Vagell y McGinnis,
1998).




Existen también estudios sobre administracion localizada de antiandrogenicos
como el MPOA ya que esta se encuentra relacionada ampliamente con las
conductas sexuales y la alta concentracion de RA. Al colocar implantes
intracraneales de OHF en el MPOA tiene como resultado un decremento en las
conductas de apareamiento como la monta y eyaculacion en ratas macho que
fueron castradas y posteriormente tratadas con reemplazo de testosterona
(McGinnis et al, 1996; Harding et al, 2004). La inhibicién mediante FLU de los RA
ocasiona un decremento notable en la actividad de la aromatasa en el MPOA.
Esto puede indicar que la accion de la aromatasa, enzima fundamental en la
sintesis de estrégenos a partir de androgenos, puede ser dependiente de los RA
en el MPOA (Roselli y Resko, 1984).

Estos estudios muestran el papel de los RA en la mediacion de la conducta
sexual, sin embargo no existen estudios que muestren el papel de estos

receptores en el despliegue de la conducta paterna.

El gerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus)

El gerbo de Mongolia es un roedor originario del Medio oriente y regiones aridas
de Asia central, ubicandose también en Africa y Europa Oriental. Este mide entre 6
y 12 cm., sin contar su cola, alcanzando los 18 a 24 cm incluyéndola. Pesa entre
70 y 90 g. Su periodo de gestacion va de los 21 a 25 dias con camadas de 4 a 8
crias. Al momento de su nacimiento las crias son alstriciales hasta los 17 o 20 dias
de edad (Cohen, 1981). Los machos proporcionan los mismos cuidados que las
hembras a excepcidn de la lactancia. (Elwood, 1975).

Esta especie es mondgama y los cuidados biparentales que exhibe lo colocan
como un excelente modelo para estudios sobre los mecanismos neuroendocrinos
que regulan la conducta paterna.




Antecedentes

En un primer estudio realizado con el gerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus),
en el cual se correlacionod la presencia de cuidados paternos con los niveles de T,
se encontré que los niveles periféricos de esta hormona se incrementan durante el
apareamiento, pero disminuyen después del nacimiento de sus hijos. Este
decremento en los niveles de testosterona coincidié con la exhibicién de cuidados
paternos, por lo cual se creyo que la testosterona tenia un papel inhibitorio en la
conducta paterna (Brown et al., 1995). Posteriormente, fue reportado que los
niveles periféricos de T no disminuyen cuando los machos de este roedor

proporcionan cuidados paternos (Luis et al., 2010).

Utilizando el modelo de castracion y reemplazamiento hormonal en machos
virgenes, uno de los modelos que utilizara Rosenblatt (Siegel y Rosenblatt, 1975;
Numanet al., 2006), en el estudio de las bases hormonales de la conducta
materna, en el gerbode Mongolia se encontré que la T y sus metabolitos, E, y la
dihidrotestosterona (DHT) estan involucradas en la regulacion de la conducta
paterna; en este roedor la castracion seguida de reemplazamiento con T, Eyy
DHTinducen la exhibicion de cuidados paternos, en esos machos que en la
primera exposicion a las crias mostraron agresion hacia éstas. Mientras que la
castraciéon o simulacion de esta cirugia no tienen ningun efecto sobre esta
conducta (Martinez, et al, 2015). Los resultados obtenidos por Martinezet al.
(2015), sugieren fuertemente que la T puede regular la conducta paterna del gerbo
de Mongolia, a través de su conversion a DHT y Ej, lo cual podria indicar que
tanto los receptores estrogénicos, como los androgénicos estan involucrados en la
regulacion de la conducta paterna. La implicacion de los receptores androgénicos
en la regulacion de la conducta paterna, no ha sido planteado, segun la literatura

revisada. En este contexto, en el presente estudio se analizd6 la presencia




dereceptores androgénicos en el MPOA del gerbo de Mongolia y se correlacion6

con la exhibicién de cuidados paternos.

El gerbo de Mongolia es un roedor originario del desierto de Mongolia, es una
especie monoégama, en la que el macho proporciona a sus crias los mismos
cuidado que las hembras, a excepcién del amamantamiento (Elwood, 1985), por lo
cual constituye un excelente modelo en estudio de los mecanismos

neuroendocrinos que regulan la conducta paterna.
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Hipotesis

Si una posible via, a través de la cual la T regula la conducta paterna en el gerbo
de Mongolia, es a través de su conversion a DHT, entonces se espera que la
presencia de cuidados paternos, en machos virgenes con conducta paterna
inducida con T y machos con conducta paterna espontanea, esté asociada a la
presencia de RA en el MPOA.

Objetivo General

Determinar si la exhibicion de la conducta paterna inducida con T y espontanea
esta asociada con la presencia de RA en el MPOA en el gerbo de Mongolia

(Meriones unguiculatus).

Objetivo particular

Comparar la inmunoreactividad de RA en el MPOA entre machos con

conducta paterna inducida con T y espontanea.

Comparar los niveles de T en sangre entre los machos con conducta
paterna inducida, conducta paterna espontanea y agresivos o indiferentes

hacia las crias.




Material y Métodos

Animales

En este estudio se utilizaron 15machos virgenes del gerbo de Mongolia, con una
edad de 150 a 180 dias de edad, procedentes de una colonia establecida en el
Laboratorio de Biologia de la Reproducciéon, FES lztacala, Universidad Nacional
Auténoma de México. Estos animales se mantuvieron bajo un fotoperiodo invertido
12:12 luz-oscuridad, debido al ciclo circadiano de los animales, que presentan
mas actividad durante la fase oscura. La temperatura ambiente vario entre 17 y
21°C. Los gerbos fueron alimentados con nutricubos para roedores pequefios
(Laboratorio Harlan) y agua corriente ad libitum. En este estudio, de 2 a 3 gerbos
del mismo sexo fueron colocados en cajas de policarbonato (37x27x15 cm), con

una cama de aserrin.

Criterios de seleccion

Los animales de este estudio fueron seleccionados por su agresividad o
indiferencia hacia las crias, a través de pruebas de conducta paterna. Cada
macho fue colocado en una jaula (mismas caracteristicas que la jaula hogar), con
aserrin limpio. Después de 10 minutos de adecuacién, se introdujeron 2 crias
ajenas de misma especie, con una edad de 1 a 3 dias, y se registré la conducta de
los machos hacia las crias (agresivos, indiferentes o paternales) El criterio para
clasificar la conducta de los machos fue: machos agresivos, que olfatean y atacan
a las crias con movimientos violentos, las muerden, cuando esto ocurre las crias
son inmediatamente retiradas. Los machos paternales, olfatean, acicalan y abrigan
a las crias y también pueden construir nido. Los machos indiferentes solamente

olfatean a las crias.




Conductas observadas

Descripcién

Olfateo

El macho se acerca a las crias y mueve

las vibrisas para reconocer a la cria.

Acicalamiento

El macho toma a las crias de las
extremidades anteriores y las lame

repetidamente en la zona perianal.

Abrigo

El macho curva el cuerpo de manera
que forma una concavidad en la region
ventral en la cual acomoda a la cria

para proporcionarle calor.

Recuperacion de la cria

Con el hocico, el macho toma a las

crias y las lleva al nido

Construccion del Nido

Con las patas traseras el macho empuja
material de anidacién formando un

circulo.

Agresion

El macho mordisque a la cria causando

heridas.

Tabla 1.- Conductas registradas en el gerbo de Mongolia.

Despuésde estas pruebas se seleccionaron machos con las siguientes

caracteristicas dividiéndolos en tres grupos, 5 animales por grupo, con los

tratamientos mencionados a continuacion:

Grupo 1: Machos agresivos o indiferentes a los cuales se les castrobilateralmente

y se les implant6 con testosterona.

Grupo 2: Machos agresivos o indiferentes a los cuales se les simul6 la castracion y

se implant6 con implante vacio.

Grupo 3: Machos paternales a los cuales no se les realizara ningun tratamiento.

Posterior a este tratamiento realizaron pruebas de conducta y se registré la

conducta presentada.




Orguidectomias

Los gerbos fueron anestesiados con 0.05 mg/kg de xilacina y 0.06 mg/kg de
pentobarbital sédico, antes de la cirugia y colocacion del implante. Posteriormente,
se les depil6 el area escrotal-abdominal y se mantuvo en completa
asepsia.Enseguida se le realiz6 una incisiéon en la linea media escrotal y los
testiculos fueron expuestos, se ligaron las arterias espermaticas y los testiculos
fueron removidos. La incision fue suturada, tejidos internos con catgut y externos
con seda, calibre 6 ceros. En los gerbos en los cuales se simulé la castracion, los
testiculos fueron expuestos 2 minutos y enseguida se colocaron nuevamente en la
cavidad escrotal, finalmente se suturdé. Después de las cirugias se les proporciono
acido acetilsalicidico ~100 mg/kg, efervescente, el cual fue disuelto en el agua de
tomar. El area escrotal-abdominal fue cerrada y suturada, como anteriormente se

indico. Después de la cirugia fueron regresados a su jaula hogar.

Implantes de testosterona

Los implantes fueron hechos con tubo silastico(SilasticLaboratoryTubing, i.d. 1.47
0.d. 1.96 mm, Down Corning), fueron llenados con 10 mg de propionato de
testosterona (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), los extremos fueron sellados
con adhesivo de silicon. Los implantes fueron colocados una semana después de
la orquidectomia, en la region dorsal, subcutdneamente. Este procedimiento se
realizé una semana despueés de la castracion para asegurar que la T circulante, en

el momento de la segunda prueba de conducta paterna, provenia del implante.

Pruebas de conducta paterna




Las pruebas de conducta paterna fueron realizadas de 10 a 12 dias siguientes a la
colocacién de los implantes de T, cada macho fue puesto en una jaula de
policarbonato (con las mismas dimensiones de jaula hogar), siguiendo el método
descrito en las pruebas de seleccion. Después de 10 minutos de adecuacion
fueron introducidas 2 crias ajenas de la misma especie de 1 a 3 dias de edad. Las
crias utilizadas para las pruebas de conducta paterna fueran obtenidas de los
animales de colonia. Un sdélo observador registré la latencia de inicio de la
conducta paterna (tiempo que transcurre desde que la cria es introducida hasta
que es olfateada por el macho), el tiempo que el macho invirti6 en el abrigo y

acicalamiento de las crias, asi como la frecuencia de olfateo.

Muestras sanguineas

Después de la segunda prueba de conducta paterna, a cada uno de los machos
(castrados, con castracion simulada y castrados con reemplazamiento con T se
les extrajeron muestras sanguineas del seno retro-orbital, con capilares
heparinizados. Antes de este procedimiento los gerbos fueron anestesiados. El
plasma fue centrifugado 12 minutos, a 3500 revoluciones y almacenado a una
temperatura de -70 °C, hasta su procesamiento para RIA. La cuantificacién de T
se realizé a través de radioinmunoensayo (RIA). T fue medida, utilizando un kit

Siemens kit para T total, marcada con '*|

(Coat-A-Count, Siemens Medical
SolutionsDiagnostics, Los Angeles, CA, USA), con una sensibilidad de 4 pg/ml.
Los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron de 2.7% and 5.6%,

respectivamente.

Inmunohistoquimica de RA

Para la obtencién del cerebro, los animales fueron anestesiados con xilacina y

pentobarbital, en las dosis antes indicadas, para el procedimiento quirurgico y




fueron perfundidos con una solucion deparaformaldehido al 4% en buffer de
fosfatos. Después de la perfusion se extrajo el cerebro y fue postfijado en el

mismo fijador por 12 horas, a 4 °C.

Posteriormente, este tejido fue procesado histoldgicamente por la técnica de
parafina. Se realizaron cortes coronales de 30y de grosor, entre el segundo y
tercer tercio en el plano sagital del cerebro. La localizacion de la region del MPOA
se realizd por comparacion con el atlas estereotaxico rata (Paxinos y Watson,
2004).

Para la inmunodeteccion de RA en MPOA, se utiliz6 como anticuerpo primario
IgG de conejo policlonal (Santa Cruz Biotecnology), en una dilucion de 1:50, y
como segundo anticuerpo se us6 el incluido en el kit de Vectastain Elite ABC Kit
(RabbitlgG). Como control negativo se utiliz6 pulmén y como positivo epididimo,
para validar el resultado de la inmunohistoquimica. Finalmente, se tomaron

fotografias con el microscopio Motic BA400.

Para el conteo de las marcas de inmunorreactividad de los AR, las fotografias
tomadas se imprimieron en hojas (27.2 X 20.9), fueron seleccionadas 5 fotografias
de cada gerbo. Sobre cada una de las fotografia fue sobrepuesta una hoja de
acetato, cuadriculada, en la que cada cuadro de 1.22 cm? equivale a una p2. Se
seleccionaron 5 cuadros al azar, por cada fotografia, en cada cuadro se
cuantificaron las marcas de los AR. Con los datos obtenidos se obtuvo un

promedio del numero de marcas de AR, por cada grupo de gerbos.

Analisis estadistico

Los datos al ajustarse a una curva normal fueron analizados mediante ANOVA de
un factor y para conocer entre que grupos existia una diferencia significativa se

utilizé la prueba de post hoc de HSD de Tukey.




Resultados

Pruebas de conducta paterna

En la Tabla 1 se muestran las conducta exhibidas por machos del gerbo de
Mongolia antes y después de los tratamientos; la castracién seguida del implante
con testosterona indujo cambios significativos en la conducta (P< 0.5); antes de
este tratamiento el 60% de los machos mostraron agresién hacia las crias y el
40% fueron indiferentes. Después de la castracion y reemplazamiento con
testosterona, el 100% desplegd cuidados paternos. Los machos controles en los
cuales se simuld el procedimiento también presentaron cambios en la conducta
hacia las crias; antes del tratamiento el 40% de estos machos fueron agresivos el
60% indiferentes, después del tratamiento el 40% fueron indiferentes y el 60%

paternales.

Los machos virgenes intactos que en la primera exposicion a las crias mostraron

conducta paterna espontanea, continuaron siendo paternales en la segunda

exposicion

Pruebas antes del tratamiento Pruebas después del tratamiento
Agresivo | Indiferente | Paternales | Agresivos | Indiferentes | Paternales
s S

Machos 60% 40% 0% 0% 0% 100%

castrados | N=3 N=2 N=0 N=0 N=0 N=5

¢/ implante

N=5

Machos 40% 60% 0% 0% 40% 60%

con N=2 N=3 N=0 N=0 N=2 N=6

castracion

simulada

¢/ implante

vacio N=5




Machos 0% 0% 100% 0% 0% 100%
sin N=0 N=0 N=5 N=0 N=0 N=5
tratamient

o N=5

Tabla 1. Conductas exhibidas por los machos del gerbo de Mongolia antes y

después de los tratamientos.

Inmunoreactividad del receptor de andrdégenos

La inmunoreactividad de RA en MPOA fue significativamente diferente entre los
machos virgenes intactos con conducta paterna espontanea, los machos en los
que se indujo la conducta paterna con T y los indiferentes (H=63.275, GL=2, P<
0.05). Comparativamente los machos virgenes intactos que mostraron conducta
paterna espontanea en las dos exposiciones a las crias presentaron mayor
cantidad de nucleos inmunoreactivos a RA en el MPOA, que los machos en los
que se indujo la conducta paterna con la administracion de T y aquellos que
mostraron indiferencia hacia las crias. Sin embargo, la comparacién estadistica
en la inmunoreactividad de RA entre machos con conducta paterna espontanea y
aquellos en los que se indujo la conducta paterna con T no difirieron
significativamente (P> 0.05), pero estos grupos presentaron significativamente
mayor inmunoreactividad a RA en MPOA que los machos indiferentes hacia las
crias (P< 0.05).
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Grafico 1.- Inmunoreactividad de RA en MPOA en machos del gerbo de Mongolia.

Fig. 1 y 2.- Nucleosinmunoreactivos en el MPOA; en machos con tratamiento. En

rojo se sefala un nucleoinmunoreactivo. 40x.
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Fig 3 y 4- Inmunohistoquimica en MPOA de machos paternales sin someterse a

ningun tratamiento En rojo se muestra un nucleoinmunoreactivo. 20x y 40x

Fig. 5 y 6 .- Inmunohistoquimica en MPOA de machos con simulacion del

tratamiento. En rojo se sefiala un nucleo inmunoreactivo. 40x.

Concentraciones de T

Las concentraciones de T en plasma entre los machos virgenes intactos con
conducta paterna espontanea y los machos con conducta paterna inducida con T
no difirieron significativamente (P> 0.05), sin embargo existieron diferencias
significativas entre los machos paternales espontaneos y aquellos que fueron

indiferentes (P< 0.05). Esta diferencia no se observd entre los machos con




conducta paterna inducida con T y los indiferentes (P>0.05). En la figura 3 se
observa que los machos virgenes con conducta paterna espontanea tuvieron
niveles de testosterona mas altos que los machos con conducta paterna inducida

con testosterona y que los indiferentes.
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Grafico 1.- Concentracion de T en sangre en machos del gerbo de Mongolia.
Discusion
Pruebas de conducta paterna

La castracion seguida del reemplazo con testosterona ocasion6 un cambio
significativo en la conducta, debido a que tanto los gerbos que mostraron agresion
o indiferencia hacia las crias se convirtieron en paternales, estos resultados
coinciden con lo encontrado por Martinez et al (2015), quienes reportan que la
castracion seguida de la administracion de testosterona inhibe la conducta
infanticida y facilita la exhibicion de cuidados paternos. La simulacion del
procedimiento experimental (castracién e implante vacio), también ocasiond un
cambio en la conducta de los machos hacia las crias; un macho agresivo y dos

indiferentes se convirtieron en paternales. Estos resultados sugieren que la

I = l_




exposicion a las crias puede cambiar la conducta paterna, independientemente de
los niveles de testosterona, aunque esta sensibilizacibn a las crias parece
depender de la edad, debido a que Martinez encontré que la simulacién de la
castracidon no ocasioné un cambio significativo en la conducta de los machos
cuando estos tienen una edad de 80 a 210 dias. Por otra parte, si tenemos en
cuenta que el gerbo de Mongolia presenta cuidados aloparentales, es decir, los
hermanos y hermanas de la primera camada proporcionan abrigo, acicalamiento y
olfateo a sus hermanos menores, puede pensarse que esa capacidad de
responder positivamente hacia las crias sea mas fuerte en edades tempranas, que
en etapas mas avanzadas del desarrollo. Los machos paternales que no
recibieron ningun tratamiento, no registraron ningun cambio en la conducta, el
mismo numero de machos que fueron paternales en la primera exposicion a las

crias continuaron mostrando esta misma conducta.

Inmunohistoquimica en MPOA

Estos resultados mostraron que los machos con conducta paterna espontanea y
aquellos con conducta paterna inducida con T presentaron significativamente una
mayor cantidad de nucleos inmunoreactivos a RA en MPOA, que los machos
indiferentes, lo cual sugiere que los receptores RA tienen una funcién importante
en el mecanismo neuroendocrino que regula la conducta paterna en el gerbo de
Mongolia. Esto apoya la hipétesis de que la conducta paterna en este roedor es
regulada por la T a través de su conversion a estradiol y DHT, en regiones
neurales que regulan esta conducta. Este supuesto es apoyado por los resultados
encontrados por Garcia (2015), que sefiala que la exhibicién de la conducta
paterna en este roedor tanto espontanea, como inducida con testosterona esta
asociada a la presencia de receptores alpha estrogénicos, en el MPOA. En el
raton de laboratorio, roedor que no exhibe cuidados paternos naturales, la
interaccidon con las crias si esta asociada a la presencia de ERa en el MPOA y

BNST (Ehretet al, 1993).En otros roedores como el hamster enano la exhibicion de




cuidados paternos parece no estar asociada a la presencia de receptores ERa,
debido a que la presencia de estos receptores en el MPOA no cambia
significativamente, a través de su ciclo reproductivo, es decir, la
inmunoreactiviadad de este receptor no esta asociada con la presencia de
cuidados paternos,(Timonin, 2008), lo cual podria indicar que los mecanismos

neuroendocrinos de la conducta paterna pueden diferir entre las especies.

Como este es el primer estudio en que se investiga la asociacion de cuidados
paternos y la presencia de RAno se tienen parametros de comparacion con otras
especies de roedores. Sin embargo, la conducta copulatoria que se ha
demostrado que es regulada por la T a través de la via de los androgenos vy
estrégenos, mecanismo similar al de la regulacién de la conducta paterna, que
aqui se propone, puede ser un referente. La exhibicion de la conducta
copulatoriaesta asociada a una mayor inmunoreactividad de RA, en regiones
neurales que regulan esta conducta como MPOA y VMN (McGinnis et al 1995,
Simerly et al 1990).

Testosterona

Los niveles de T en sangre fueron significativamente mayores en los machos con
conducta paterna espontanea que aquellos que fueron indiferentes, sin embargo
no existen diferencias significativas entre los machos con conducta paterna
espontanea y los machos con conducta paterna inducida con T. Estos resultados
sugieren que los niveles de T en sangre son importantes en el desarrollo de la
conducta paterna, aunque los machos con conducta paterna inducida no
alcanzaron altos niveles comparativamente fueron mas altos que los indiferentes,
lo cual podria indicar que pequefas elevaciones en esta hormona pueden dispar
esta conducta. Clark y Galef (1999) sefala que los niveles de testosterona en
plasma en el gerbo de Mongolia fueron mayores en machos que presentaron

apareamiento y que tuvieron descendencia que aquellos que no realizaron




ninguna de estas conductas lo cual sugiere que la T desempefia una funcion

importante tanto en el apareamiento como en la exhibicion de conducta paterna.

Los machos con conducta paterna inducida y espontanea presentaron
significativamente mayor inmunorreactividad que los machos indiferentes, esta
inmunorreactividad se asocid con una mayor concentracion en los niveles de T en
plasma. Estos resultados sugieren que los niveles circulantes de la hormona esta
asociada con una mayor presencia de estos receptores en las regiones neurales
sensibles a la hormona.En la rata de laboratorio el inicio de la conducta materna
coincide con una alta presencia de receptores alfa estrégenos en el MPOA, lo cual
coincide con una elevacion en los niveles periféricos de esta hormona (Wagner,
1996).

Conclusion

Se concluye que con base en estos resultadoslos receptores de androgenos estan
implicados en la regulacion de la conducta paterna en el gerbo de Mongolia. Este
estudio es de los primeros en mostrar la implicacion de los RA en el despliegue de

conducta paterna.

Futuros estudios que aporten mas evidencias de que la conducta paterna en el
gerbo de Mongolia es regulada por la T a través de la via de los andrégenos y los
estrégenos, pueden utilizar la técnica del bloqueo de estos receptores para

establecer sus efectos sobre esta conducta.
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