UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
MAESTRIA EN CIENCIAS (NEUROBIOLOGIA)
INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA

EFECTO DE LA CONDUCTA SEXUAL/FORMACION DE VINCULO DE PAREJA SOBRE EL ESTABLECIMIENTO DE NEU-
RONAS NUEVAS EN MICROTUS OCHROGASTER

TESIS:
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS

PRESENTA:
LIC. EN QFB TANIA ELIRE AGUILAR GARCIA
TUTOR PRINCIPAL:

DRA. WENDY PORTILLO MARTINEZ INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA, UNAM

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR:

DRA. MARIA TERESA MORALES GUZMAN INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA, UNAM
DR. SARAEL ALCAUTER SOLORZANO INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA, UNAM

Instituto de Neurobiologia, Querétaro, Qro. Septiembre 2017



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



RESUMEN
El vinculo de pareja es un rasgo caracteristico de un sistema social y de apareamiento monégamo. Esta
conducta es desplegada por los topillos de la pradera (Microtus ochrogaster) después de seis horas de
cohabitacion y al menos dos series copulatorias. El presente estudio pretende determinar si la
cohabitacion con cdpula por un periodo de seis horas incrementa la neurogénesis en los topillos de la
pradera. Cuarenta y ocho topillos (24 hembras y 24 machos) sin experiencia sexual fueron asignados al
azar en tres grupos: controles, exposicion social y cohabitacion social con copula. Para identificar a las
células nuevas en el bulbo olfatorio accesorio (BOA) y principal (BOP), la amigadala (AMG), el area
predptica medial (APM) y el hipotdlamo ventromedial (HVM), se utilizé la 5-bromo-2-deoxiuridina
(BrdU), la cual fue administrada a los topillos tres veces el dia de la prueba conductual. Quince dias
después todos los animales recibieron eutanasia con una sobre dosis de anestesia, fueron perfundidos
con solucién buffer de fosfatos (PBS) y se recolect6 el tejido cerebral. Las secciones cerebrales fueron
procesadas por la técnica de inmunohistoquimica revelada con diaminobencidina (DAB) y
fluorescencia para la deteccion de BrdU y NeuN. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el nimero de células (BrdU+) y neuronas nuevas (BrdU+/NeuN+) en BOA, el BOP, la
AMG, el HVM vy el APM entre la condiciéon de vinculo en hembras y machos respecto a los otros
grupos. Los resultados obtenidos muestran que el proceso de neurogénesis no interviene en la
formacion del vinculo de pareja en el topillo, en contraste con el papel que juega en la discriminacion

de olores.



ABSTRACT
Pair bonding is a hallmark of social monogamy that is displayed by prairie voles (Microtus
ochrogaster) after 6 hrs. of cohabitation with mating. The current study further explores whether
cohabitation with mating for 6 hrs. increases neurogenesis. Forty-eight voles (24 males and 24
females) were randomly assigned into three groups: controls, social exposure and social cohabitation
with mating. In this paradigm, to identify new cells in main olfactory bulb(MOB), accessory olfactory
bulb (AOB), the amygdala (AMG), the medial preoptic area (MPOA) and the ventromedial
hypothalamus (VMH); 5-bromo-2- deoxyuridine (BrdU) was administrated 3 times to each group.
Fifteen days later voles were perfused with PBS and brain tissue was collected. Brain sections were
processed for immunostaining detected with DAB and fluorescent dyes to identify BrdU and NeuN.
No differences in the number of new cells (BrdU+) and new neurons (BrdU+/NeuN+) were found in
the MOB, the BOA, the AMG, the VMH and the medial preoptic area (MPOA) between the condition
of pair bonding in males and females respect the other conditions. These results do not support a role

for neurogenesis in pair bonding formation in voles but it does in the odor discrimination.
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ABC

Complejo avidina- biotina

AMPc

Adenosin monofosfato ciclico

AMG

Amigdala

AOI

Area de interés

APM

Area predptica medial

AVP

Arginina vasopresina

BNST

Nucleo base de la estria terminal

BO

Bulbo olfatorio

BOA

Bulbo olfatorio accesorio

BOP

Bulbo olfatorio principal

BrdU

57-2"bromo deoxiuridina

CREB

Elemento de union en respuesta a AMPc

DAB

Diamino bencidina

DCX

Doble cortina

DMSO

Dimetil sulfoxido

DNA

Acido desoxirribonucleico

EOP

Epitelio olfatorio principal

GD

Giro dentado

GFAP

Proteina acida fibrilar glial

HCI

Acido clorhidrico

HVec

Hiperestriado ventral

HVM

Hipotalamo ventromedial




I Intervalo inter-intromision
IPE Intervalo post-eyaculatorio
LE Latencia de eyaculacion
LGE Eminencia gangliogénica lateral
LI Latencia de intromision
LM Latencia de monta
LQ Coeficiente de lordosis
mPN Nucleo preoptico medial
MAP-2 Proteina asociada a microtibulos tipo 2
NaCl Cloruro de sodio
NE Numero de eyaculaciones
NeuN Proteina nuclear especifica neuronal
NI Numero de intromisiones
NM Numero de montas
NSE Enolasa especifica neuronal
NuAc Nucleo accumbens
oT Oxitocina
PB Buffer de fosfatos
PBS Buffer salino de fosfatos
PCNA Antigeno de proliferacion nuclear celular
PMNv Nucleos premamilares nucleares
RNA Acido ribonucleico
SNC Sistema nervioso central

TBS

Buffer salino Tris




TSA Sistema de amplificacion de sefial

TulJl B tubulina clase 111

TX Triton X

VMHUvI | Porcidn ventrolateral del hipdtalamo ventromedial

VMR Via migratoria rostral
VNO Organo vomeronasal
VTA Area tegmental ventral
758G Zona subgranular

ZSV Zona subventricular
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1. INTRODUCCION
1.1 Vinculos sociales
Los vinculos sociales en la especie humana constituyen formas particulares de regulacion, a través de
las cuales los individuos negocian las normas sociales, ajustdndolas a sus intereses y necesidades con el
establecimiento de una relacion duradera y de tipo emocional con otros individuos a lo largo del tiempo
y el espacio (Bowlby, 2007;Salcedo, 2008). En los animales, el proceso de vinculacidon no es sindnimo
de ausencia de separacion y ha sido definido como la integracion de varias interacciones dependiendo
del contexto social; tales como: la relacion padre-infante, interaccion filial y el vinculo de pareja
establecido entre una hembra y un macho (Insel, 1997). La busqueda de proximidad y la respuesta ante
la separacién, son fendmenos comunes que se presentan en todos los tipos de vinculo antes
mencionados, sin embargo, las causas y consecuencias para obtener la proximidad varian de acuerdo al
tipo de asociacion. Las relaciones sociales antes descritas se presentan también en la especie humana y
por ello el uso de modelos animales que despliegan estas conductas es util para la elucidacion de las
bases neurobioldgicas de este proceso, que ya se ha demostrado que tiene repercusiones directas en el
bienestar fisiologico (Kawachi y Berman, 2001).
El estudio de los comportamientos afiliativos en los humanos es de gran relevancia para el estudio de la
conducta humana. A través del uso modelos animales, se han descrito los efectos positivos de la
afiliacion y el apoyo social en la funcion y respuesta del sistema inmunitario.
En los humanos, las bases neurobiologicas que sustentan la resolucion de conflictos y en consecuente
el mantenimiento de la cohesion de un grupo social, no han sido elucidadas y es otro de los estudios
que se ha llevado a cabo en animales que se reconcilian después de un encuentro agresivo (Hau et al;

2004).



1.2 Impacto del vinculo de pareja en humanos en la salud.

La teoria del apego descrita por Bowlby; proporciona un marco teérico en donde explica como las
formas de amor sanas y no sanas se originaron en respuesta a una forma de adaptacion ante las
circunstancias sociales, establece la relacion existente entre la soledad y el amor y finalmente liga el
amor adulto con procesos social y emocional (Hazan y Shaver, 1987).

Las relaciones sociales se pueden evaluar a través de tres aspectos y cada uno tiene repercusiones en la
salud a través de distintos mecanismos. El apoyo social; que se refiere a una provision dentro de una
red social, de recursos materiales y psicologicos con el objetivo de beneficiar las habilidades
individuales para el manejo del estrés. La integracion social; que se define como la participacion en un
rango amplio de relaciones interpersonales con el objetivo de mantener un compromiso activo y
establecer el sentido de comunidad identificando las relaciones sociales intrapersonales (House et al;
1988). Por ultimo; la interaccidon negativa, que incluye una serie de acciones ejecutadas por un
individuo dentro de una red social que causan angustia a otros miembros que pertenecen a este mismo
nucleo (Lincoln, 2000). Las consecuencias a la salud de estos tres factores han sido explicadas a través
de dos modelos principales: 1) El modelo del buffer de estrés, en el que solo los individuos que se
encuentran bajo condiciones estresantes resultan beneficiadas a través de un vinculo social (Rook,
1984; Kawachi y Berkman, 2001). El estrés promueve respuestas conductuales para el manejo del
mismo, que producen un detrimento a la salud, entre ellas: el consumo de tabaco y alcohol, pérdida de
sueflo, uso de somniferos y otras. Ademas, promueve la activacion de sistemas fisiologicos, tales como:
el sistema nervioso simpatico y el eje cortical hipotdlamo- pituitario-adrenal. La activacion prolongada
y repetida de estos sistemas aumenta el riesgo en los individuos de desarrollar desordenes fisicos y

psiquiatricos (Kawachi y Berkman, 2001; DeVries et al; 2003).



Y 2) El modelo de efectos principales, en donde las relaciones sociales tienen un efecto benéfico en los

individuos, cuando estos se encuentren o no en condiciones de estrés.

En la siguiente tabla se presenta la interaccion de estos modelos y los aspectos sociales considerados

con anterioridad.

Constructo social Mecanismo Proceso especifico
Eliminacion o reduccion de los efectos del estrés, a través de:
Disminucion | la promocion de interpretaciones “menos amenazantes” de
Apoyo social
de estrés eventos adversos y adquisicion de estrategias para el manejo
experiencias estresantes.
Promueve estados psicologicos positivos (identidad, proposito,
Efecto
autoestima y afecto positivo) que inducen respuestas
principal
Integracion social fisioldgicas que mejoran la salud.
(independiente

del estrés)

Provee informaciéon y es una fuente de motivacion y presion

social para el cuidado de otros.

Interacciones

negativas

Relaciones

sociales como

una de fuente

estrés

Potenciacion del estrés psicologico y en consecuente las
concomitantes fisiologicas que incrementan el riesgo de

enfermedad.

Tabla 1. Mecanismos a través de los cuales los diferentes constructos sociales repercuten en la salud

fisica de los individuos.

Dentro de las relaciones sociales y procesos de apego, se encuentra el amor romantico adulto, que se

experimenta de diversas formas en cada individuo.




El concepto de amor proporcionado por Bowlby; involucra emociones positivas, tales como: cuidado,
intimidad, confianza y emociones negativas; entre ellas: los altibajos emocionales, celos y miedo a la
intimidad (Hazan y Shaver, 1987).

La manifestacion del amor roméantico y el establecimiento del vinculo de pareja después de un periodo
de tiempo, se caracteriza por la expresion de ciertos sintomas que tienen repercusiones de manera fisica
y psicoldgica en el individuo; entre estos destacan: atencidon especializada en el ser amado, anhelo,
ansiedad, claro regocijo, euforia ante la presencia fisica o abstracta de la pareja, incremento del deseo
de interaccion y convivencia con la misma.

La interaccion negativa o ausente con la pareja con la cual se establecid el vinculo afectivo, presenta
consecuencias negativas en el sujeto afectado; tales como: crisis de llanto, somnolencia, ansiedad,
insomnio, pérdida de apetito o compulsion por comer, irritabilidad y en casos extremos conductas
socialmente riesgosas; entre ellas: acoso, persecucion, suicidio y crimenes pasionales para la
recuperacion de la pareja seleccionada (Fisher et al; 2016).

La eleccion de pareja en la especie humana se establece con base en la respuesta de otros individuos a
las necesidades personales.

El cuidado inadecuado durante la infancia es un factor predictor para conflictos en las relaciones de
pareja (Hazan y Shaver, 1994) y dado que bajo el modelo de monogamia y amor romantico se
establece un cuidado biparental; se ha demostrado que la progenie en una familia en donde existe la
presencia de ambos padres bajo condiciones sociales sanas (poca presencia o ausencia de situaciones de
angustia y estrés) presenta una mejor salud fisica y cognitiva (Burrone et al; 2012; Vezzetti,2016).

1.3 Microtus ochrogaster como modelo animal para el estudio del vinculo de pareja.

El concepto de monogamia, ha sido definido como un sistema de apareamiento y social. En el caso del
primero la exclusividad sexual y de apareamiento es de suma importancia y el segundo se caracteriza

por: su afiliacioén selectiva, altos niveles de cuidado paternal y un incremento de la agresividad hacia



extrafos en defensa del territorio, nido o pareja (Young y Wang, 2004).

La especie Microtus ochrogaster es un mamifero socialmente monogamo, ya que exhibe las siguientes
caracteristicas: formacion de vinculos de pareja entre machos y hembras de larga duracion
determinado por la preferencia de una pareja familiar y en algunos casos un comportamiento agresivo
hacia un sujeto extrafio, cuidado biparental, dimorfismo sexual reducido, supresion de la reproduccion
y evitacion del incesto en la descendencia que permanece en la familia natal (Aragona y Wang, 2004;
DeVries et al; 1995) . El reconocimiento de un familiar por parte de esta especie no se lleva a cabo de
manera innata y requiere de contacto previo; no hay reconocimiento de alelos ni apareamiento
fenotipico. En 1984, Gavish demostr6 que la evitacion del incesto entre hermanos que han pasado poco
tiempo juntos, en este caso 21 dias (del nacimiento al destete); no se observa después de un periodo de
aislamiento de ocho dias, en comparacidén con hermanos que permanecieron juntos después del destete
(cincuenta dias) y que bajo el mismo periodo de aislamiento no produjeron crias (Gavish et al; 1984) .
En conclusion en Microtus ochrogaster el reconocimiento de hermanos se basa en la proximidad dentro
del contexto social en edad temprana, ademds de una asociacion durante un periodo critico (Paz y
mifatno, 1999) .

El sistema social monogamo, ha sido observado en condiciones de laboratorio y en condiciones
naturales. En estudios realizados en el campo las parejas de hembra y macho de topillos eran
capturados juntos (Carter et al; 1995) y cohabitaban por largos periodos de tiempo (Young y Wang,
2004) . En 1986, Getz y Hoffman observaron que la unidad reproductora més comun de estas especies
estaba conformada por: una hembra, un macho y en su caso la progenie de ambos. Este grupo
compartia nido y hogar durante periodos duraderos hasta que alguno de los miembros de la pareja
moria; sin importar la época de reproduccion o ausencia de la misma (Getz y Hofmann, 1986).

Uno de los fenémenos observados de gran relevancia refiere que cuando la densidad de poblacion

(relacion entre un espacio determinado y el nimero de organismos que la habitan) era baja y estable, es



decir, que la tasa de natalidad era moderada y existia una distribucioén uniforme de sujetos de distintas
edades; la monogamia fue observada en 71% de las familias capturadas, sin embargo, cuando la
densidad de poblacion era alta; se observo una disminucion al 43% de familias mondgamas, de estas el
31% estaban compuestas solo por una hembra reproductora, lo que sugiri6 que el macho que
conformaba esta unidad familiar habia muerto y el porcentaje restante estaba integrado por una hembra
y un macho de la misma pareja reproductora (Carter et al; 1995).
El topillo macho, previo a la cépula, es un miembro altamente afiliativo de un grupo familiar
multigeneracional que mantiene contacto social con extrafios. Posterior a la copula, el comportamiento
se modifica; una de las consecuencias de la copula es la formacion de vinculo, en la que se requiere de
la cohabitacion por al menos 6 horas (Getz et al; 1981) y que en este periodo suceda el apareamiento
(Getz et al; 1981; Carter et al; 2016). El topillo macho, una vez que establecio el vinculo de pareja,
despliega conductas agresivas hacia intrusos conspecificos, que han sido asociadas a un incremento en
el numero de células activas (Fos positivas) en la amigdala medial (Lim y Young, 2004) y se reflejan
no so6lo en la cantidad sino también en la cualidad de la agresion (Carter et al; 2016; Bester et al;
2015). Se ha descrito que hay un incremento en el comportamiento ofensivo (mordidas de ataque,
amenazas laterales y empujes) , generalmente, hacia machos intrusos y una expresion de conductas
defensivas (postura de defensa y respuestas de escape) hacia hembras intrusas; ademds de presentar
solo comportamiento afiliativo hacia su pareja (Cho et al; 1999).

1.4 Conducta sexual
La conducta sexual, que ha sido caracterizada en el modelo de rata; presenta dos fases: la fase inicial o
apetitiva seguida de la consumatoria (Beach, 1976). En la hembra, la fase inicial se caracteriza por los
siguientes eventos: acercamiento de la hembra hacia el macho, orientacion anogenital; que realiza la
hembra para la posterior olfaccion y acicalamiento por parte del macho, vibraciones rapidas de la

cabeza que simulan el orejeo y el brincoteo (Pfaus et al; 1999). En el macho, la olfacciéon y la



investigacion anogenital de la hembra, son caracteristicos de la fase inicial (Agmo, 1997).
En la hembra, se presenta el reflejo de lordosis, que se caracteriza por el arqueamiento de la espalda y
la extension de las patas traseras junto con la elevacion de la cabeza. En el macho, las conductas
copulatorias se categorizan en tres grupos: montas; que refieren al abordaje de la hembra por parte del
macho, intromisiones: en las cuales el macho presenta ereccion del pene y realiza una serie de
inserciones en la vagina de la hembra y eyaculaciones; expulsiones de secreciones provenientes de la
prostata y la vesicula seminal (Pfaus et al; 1999).
En los topillos hembra, el ciclo estral, la subsecuente ovulacion y el comportamiento estral, no es un
fendmeno que inicie en la pubertad como en la mayoria de los mamiferos. En esta especie se requiere
la exposiciébn a un macho no familiar, la orina de este 0 a una alta concentracion de feromonas
masculinas (quimiosefiales) (Aragona y Wang, 2004).

1.5 Sistema olfatorio
El sistema olfatorio, ha sido relacionado con el comportamiento social en roedores y con la conducta
sexual en otras especies de mamiferos. Los vertebrados poseen dos 6rganos nasales quimiosensitivos:
el epitelio olfatorio principal (EOP) y el 6rgano vomeronasal (VNO) (Mombaerts, 2004), encargados
de la deteccion de sustancias quimicas volatiles y no volatiles, como las feromonas (Sokolowski y
Corbin, 2012).
La informacion sensorial proveniente de estos drganos es recibida y procesada por el bulbo olfatorio
accesorio (BOA), para el caso del VNO y por el bulbo olfatorio principal (BOP) para el caso del
EOP (Sokolowski y Corbin, 2012). El VNO, el cual se localiza en la porcion rostral de la cavidad
nasal, posee neuronas sensoriales que se encuentran embebidas en un epitelio; éste a su vez recubre a
un lumen lleno de moco secretado por las glandulas del VNO. Las feromonas entran en la cavidad
nasal y se disuelven en este moco para alcanzar al VNO a través de ductos, que se encuentran en la

base de la cavidad nasal. Las neuronas bipolares receptoras del VNO, extienden una dendrita simple a



las microvellosidades del lumen en la superficie apical; en este sitio es donde las feromonas interactiian
con sus receptores. Los axones de las neuronas receptoras en el VNO se extienden a la capa glomerular
del BOA, en donde hacen sinapsis con las dendritas de las células mitrales. Las proyecciones del BOA
contintian a la amigdala media y al nucleo base de la estria terminal (BNST); este envia proyecciones al
nicleo preoptico medial (mPN), a la porcion ventrolateral del hipdtalamo ventromedial (VMHvI)
(Halem et al; 1999) y a los nucleos premamilares nucleares (PMNv). El mismo circuito anatémico es el
encargado del despliegue de conductas consumatorias (Agmo, 1997).

Las proyecciones desde el BOA y el BOP establecen sinapsis de manera directa o indirecta con
diversas estructuras; entre ellas: la amigdala y la corteza piriforme. Las neuronas de la amigdala
extienden sus axones hacia el hipotdlamo, para la posterior integracion y coordinaciéon con el tallo
cerebral (Sokolowski y Corbin, 2012).

La remocioén completa de ambos bulbos olfatorios (incluyendo al VNO y nucleo anterior olfatorio)
elimina la preferencia de pareja en hembras, ya que pasan menos tiempo en el compartimiento con el
topillo macho con el que cohabitaron por 48 hrs (Williams et al; 1992); este fendémeno puede deberse a
una menor exposicion de sefiales olfatorias de topillos macho inductoras de ciclo estral durante este
periodo. También se ha reportado, que la remocion de ambos bulbos olfatorios en los topillos hembra,
afecta la expresion del comportamiento estral. La induccion de esta conducta se ve influida por el
periodo de tiempo de cohabituacion con el topillo macho; el 50% de las hembras con bulbectomia
bilateral, que inicialmente no mostraron receptividad, mostraron altos niveles de lordosis después de 76
horas, sugiriendo que periodos mas largos inducirian este fenomeno en todas las hembras utilizadas en
este paradigma y que el sistema olfatorio no es esencial para el desarrollo de este fenomeno (Williams
et al; 1992).

En topillos macho, la remocién de ambos bulbos olfatorios, disminuye el cuidado parental; efecto que

no se observa en los topillos hembra (el cuidado parental es independiente del tratamiento hormonal).



Ademas se ha observado un decremento en el apareamiento, que correlaciona con la ausencia de
investigacion anogenital y montas hacia la hembra (Kirkpatrick et al; 1994).
Los topillos hembra y macho, pueden distinguir diferencias individuales en los olores de la orina y
aserrin impregnado con secreciones, orina y heces fecales de conspecificos y utilizan estas sefiales
quimicas para diferenciar a su pareja (Newman y Halpin, 1988; Unda et al; 2016;) .

1.6 Neuroquimica del vinculo de pareja
La preferencia de pareja, que se define y determina en el laboratorio, como la eleccién y permanencia
parcial del sujeto experimental por el compartimento donde se encuentra el conyuge. . Esta es una de
las caracteristicas mas importantes en la formacion del vinculo de pareja (Aragona y Wang, 2004).
Los neuropéptidos: oxitocina (OT) y arginina vasopresina (AVP), se han propuesto como mediadores
criticos en este comportamiento. Microtus ochrogaster, en comparacion con especies no mondgamas,
presenta una alta densidad de receptores a OT en el caudatus putamen y el nucleo accumbens. En
cuanto a los receptores a AVP la, se ha reportado alta densidad de estos receptores en el palidum
ventral, la amigdala media y el talamo mediodorsal; todas estas regiones involucradas en la formacion
del vinculo de pareja (Young y Wang, 2004).
La oxitocina, tiene un papel relevante en la modulacion de las conductas socio-sexuales. La infusion
intracerebroventricular de OT en ratas macho, aumenta el contacto social; la OT también favorece el
cuidado maternal en ratas y ovejas hembra (38). La AVP, participa de manera directa en la defensa
hacia el territorio en hamsteres macho y ambos neuropéptidos facilitan la consolidacion de la memoria
hacia individuos socialmente familiares (Insel, 1998).
La estimulacion vagino-cervical en otros mamiferos incrementa la liberacion de OT y se ha
hipotetizado, que la copula en los topillos, podria tener este efecto y asi facilitar el vinculo de pareja.
En topillos hembra que no copularon y en consecuencia no establecieron un vinculo de pareja, las

cuales posteriormente recibieron una infusion intracerebroventricular de OT; mostraron preferencia de



pareja, lo cual como ya se describi6 es una de las caracteristicas del vinculo afectivo (Young y Wang,
2004). Ademas, topillos hembra a las que se les administro un antagonista de los receptores a OT
(d(CH2)5-[Tyr(Me)2,Thr4,Try-NH), previo a la copula, no demostraron preferencia de pareja (Cho et
al; 1999).
La OT, no presenta estos efectos en los topillos macho; pero es un neuropéptido fundamental para la
formacion de vinculo en topillos hembra (Young y Wang, 2004). Altos niveles de expresion de
receptores a OT en los topillos hembra ha sido observada en la corteza prelimbica, la capa agranular de
la corteza insular, la capsula lateral del BNST, la porcion rostral del cingulo anterior y la porcion
postero-medial de la amigdala cortical. Por otro lado, la expresion moderada de estos receptores, fue
observada en la porcién ventromedial del nucleo anterior olfatorio, regiones ventrolaterales del VTA,
en las porciones basolateral, central y lateral del nticleo amigdalino y en el tdlamo ventral (Witt, 1991).
En los topillos macho, se ha reportado un decremento de las fibras AVP en el septum lateral (LS) y un
incremento en el acido ribonucleico (RNA) mensajero codificante para AVP en las células que
proyectan hacia el LS, es decir, existe una relacion directa entre la liberacion sinaptica de AVP y el
incremento en la sintesis de AVP (Lim y Young, 2004).En ausencia de apareamiento, la administracion
de AVP en topillos macho, favorece: la preferencia de pareja, la agresion hacia conspecificos no
familiares y el cuidado paternal; todas estas conductas asociadas al establecimiento de vinculo
(Aragona y Wang, 2004).
El bloqueo de receptores a AVP en topillos macho, tras la administracion de un antagonista especifico
(d(CH2)5[Tyr(Me)]AVP), inhibe la preferencia de pareja y la agresividad; atn en topillos macho que si
copularon (Bester et al; 2015).

1.7 Estudios de neurogénesis
La copula, también ha sido relacionada con el proceso de neurogénesis; la formacion de nuevas

neuronas, Este es un proceso dindmico, que esta regulado por diversos factores. La propuesta de que
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este proceso tenia lugar después del periodo embrionario tuvo sus origenes en el afio de 1897, cuando
Schaper demostro la existencia en el cerebro maduro de células indiferenciadas y plante6 la posibilidad
de que estas, podian dar lugar a neuronas (Gross,2000). No obstante, en 1965, aun se creia que la
formacion de neuronas del sistema nervioso central (SNC) de vertebrados superiores se presentaba solo
durante el desarrollo prenatal y no en etapas posteriores (periodo postnatal). El fundamento de esta
creencia, se basaba en la ausencia de neuronas en el cerebro de aves y mamiferos en etapa adulta con
figuras mitdticas, es decir, de elementos que precederian la division celular ademds de una falta de
signos de proliferacion neuronal regenerativa después de una lesion o trauma (Altman y Das, 1965).
Tras la administracion de timidina tritiada en ratas jovenes via intracraneal y su posterior seguimiento,
utilizando la técnica de autorradiografia, se observo que habia una acumulacion de granos de plata
reducidos (radiacion emitida por los atomos radiactivos desintegrados) sobre el nicleo de algunas
neuronas en la neocorteza y sobre las células granulares del hipocampo. Este hallazgo indicaria sintesis
de acido desoxirribonucleico (DNA) y la posibilidad de neurogénesis (generacion de neuronas nuevas)
en algunas estructuras del prosencéfalo; aunque esto no involucraba demostracion de funcion de las
mismas. La incorporacioén de timidina marcada con un isétopo radiactivo, en este caso el tritio, es una
medida proporcional a la proliferacion celular (Altman y Das, 1965). La neurogénesis tardia en el
hipocampo (a través de la migracion de células no diferenciadas de los ventriculos hacia el hipocampo
en donde se diferencian), se realizo utilizando la incorporacion de testosterona tritiada en células del
hipocampo, sugiriendo que las “neuronas nuevas” expresaban receptores de hormonas gonadales (Balu
y Lucki, 2009).

Fue hasta 1982, cuando se demostré6 que la neurogénesis podria ocurrir independientemente de la
administracion de tratamientos exdgenos con testosterona. Utilizando canarios hembra adultos intactas
a las cuales se les administro timidina tritiada por un periodo de dos dias, y previo a esta

administracion algunas recibieron implantes de testosterona y otras de colesterol; se evaltio la
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neurogénesis. Cinco semanas después de la implantacion, los animales fueron sacrificados y se
observd un incremento de: neuronas, glia, células endoteliales y células de la zona ventricular alrededor
del hiperestriado ventral (HVc). Esta estructura, se ha relacionado a la masculinizacion del canto en las
hembras a través de la administracion de testosterona. Las aves tratadas con colesterol y testosterona,
presentaron indices de marcaje muy similares en el rango de 1.8% a 4% en HVc, indicando que el
proceso de neurogénesis ocurre en estos animales adultos independiente al tratamiento hormonal. En
este estudio, se concluyd, que las neuronas marcadas con timidina tritiada localizadas en el nucleo
HVc; eran resultado de: la proliferacion, migracion y diferenciacion neuronal de células precursoras de
la zona ventricular. El mecanismo para este proceso involucraria células precursoras que dan origen a
células troncales y neuroblastos (Goldman y Nottebohm, 1983).

En 1998, con la introduccién del BrdU (5- 2’ bromo deoxiuridina), un analogo de timidina, se
demostr6 que la neurogénesis ocurria en humanos adultos, en regiones previamente estudiadas en otras
especies, como el giro dentado en el hipocampo (Eriksson et al. 1998). En el ano 2000, se establecieron
los principales nichos neurogénicos en el animal adulto; los cuales son: la zona subgranular (ZSG) del
hipocampo y la zona subventricular (ZSV) de la pared lateral del ventriculo. Las células troncales
neurales residen en la porcidon anterior de la ZSV y migran como neuroblastos a través de la via
migratoria rostral hacia el BO, en donde se integran como interneuronas inhibitorias periglomerulares
(Ming y Song, 2011).

Las células troncales neurales que se encuentran en el giro dentado del hipocampo, concretamente en
la ZSG, proliferan y se diferencian, para luego integrarse en la zona granular en donde maduran
hasta convertirse en neuronas excitatorias (Arzate et al; 2013).

En el topillo de la pradera, se ha demostrado este proceso plastico; en areas como: el area predptica

media, la amigdala, el cuerpo estriado, la neocorteza y el hipotalamo (Ming y Song, 2011).
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1.8 Neurogénesis en el bulbo olfatorio
En las paredes laterales de los ventriculos laterales del cerebro adulto, se localiza la ZSV, que es de
caracter altamente germinal (Alvarez y Garcia, 2002). La ZSV, que se origina a partir de progenitores
residuales de la eminencia gangliogénica lateral (LGE), es una de las capas germinales principales
durante la embriogénesis, que da lugar a la mayoria de las neuronas y células gliales en el prosencéfalo.
En etapas tardias del desarrollo embrionario, la ZSV genera células destinadas a los ganglios basales
adyacentes y otras estructuras del cerebro; incluyendo: el diencéfalo y la corteza (Young et al; 2007).
A diferencia de otras zonas germinales, la ZSV permanece después del nacimiento y en la mayoria de
los mamiferos en la etapa adulta, las neuronas nuevas que se originan en esta region, migran a través de
la via migratoria rostral (VMR) hasta el BO en donde maduran a células granulares y periglomerulares
(Alvarez y Garcia, 2002) .
En los roedores, el proceso de neurogénesis no finaliza cuando el BO alcanza el tamafio adulto, por el
contrario, continua a lo largo de toda la vida.
Las células neurales troncales que se encuentran dentro de la ZSV; son un grupo distinto de astrocitos
que expresan la proteina 4cida fibrilar glial (GFAP) y que exhiben ciertas propiedades de la glia radial.
Estas células precursoras son conocidas como células tipo B (Young et al; 2007); por su caracter
multipotente de progenitor neural, producen cimulos de precursores inmaduros de rapida division o
células de tipo C, que a su vez dan origen a neuronas que producen la molécula de adhesion celular
acido polisialico,, también conocidas como células de tipo A o neuroblastos (Sui, 2012).
Los derivados de las zonas germinales del prosencéfalo; consisten en dos capas celulares de distinta
morfologia que rodean los ventriculos laterales: la ependima y la subependima. Las células
ependimales, que forman un capa celular simple multiciliada que reviste a los ventriculos y se
encuentran proximales a las células de la ZSV, han sido caracterizadas como células troncales, ya que

expresan el marcador celular la prominina -11/CD133 (Pignatelli y Belluzi, 2010).
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Los precursores celulares expresan diversos marcadores celulares que no son exclusivos de una célula
de tipo troncal. Por ello, los marcadores han sido divididos en dos categorias: “universales” o
marcadores celulares generales, que definen las caracteristicas biologicas de las células tipo- troncales.
Dentro de esta categoria, se encuentra la nestina, la cual se expresa de manera especifica en
precursores celulares neurales. La segunda categoria, corresponde a los antigenos presentados durante
el ciclo celular, que son usados como marcadores de proliferacion celular; entre ellos: la proteina
nuclear ki-67 y el antigeno de proliferacion nuclear celular (PCNA) (Pignatelli y Belluzi, 2010).

Las neuronas inmaduras provenientes de estos precursores celulares, se caracterizan por la expresion de
marcadores neuronales tempranos, como la proteina de union a RNA (Hu). Otros marcadores
utilizados son la B tubulina clase III (TuJl), la proteina del citoesqueleto; expresada en todas las
neuronas postmitdticas, la doblecortina (DCX) y otros (Whitman y Greer, 2009). Terminando el
proceso de diferenciacion, las neuronas maduras presentan antigenos; como: la enolasa especifica de
neuronas (NSE), la proteina nuclear especifica neuronal (NeuN) y la proteina asociada a microtubulos
(MAP- 2).

Aproximadamente el 50% de las células adultas nacientes que migran al BO experimentan muerte
celular programada; tales como: progenitores, neuroblastos y células neuronales jovenes en la ZSV,
VMR o BO (Pignatelli y Belluzi, 2010; Whitman y Greer, 2009).

Las neuronas nuevas generadas en la etapa adulta dependen de la estimulacion sensorial, se ha
demostrado que después del cierre de las fosas nasales, se observa un incremento en la muerte celular
y la neurogénesis disminuye (Pfisterer y Khodosevich, 2017). Por el contrario, la estimulacion sensorial
a través de la exposicion a odorantes novedosos incrementa la neurogénesis en esta region (Veyrac et

al; 2009)
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célula troncal

célula transitoria amplificadora
neuroblasto migratorio

célula granular

célula granular naciente

célula periglomerular

célula periglomerular naciente

glomérulo

Figura 1. Neurogénesis en la ZSV y el BO en un roedor adulto. 1) Las células troncales proliferan
principalmente en la ZSV; en donde: se diferencian (2) a  neuronas inmaduras neuroblastos)
Posteriormente, realizan una migracion tangencial de neuroblastos a través de la VMR hacia el BOP
(3); este proceso se lleva a cabo entre 2 y 6 dias. Después, las células realizan una migracién radial (5-
7 dias después del nacimiento ( 4) hacia las capas: granular, periglomerular y plexiforme externa del
BO (5), 15-30 dias después del nacimiento de las células troncales, se presenta la maduracion para la
formacion de interneuronas locales en el BO. que despliegan arborizaciones dendriticas extensivas.
Tomado y modificado de (Sui, 2012).

1.9 Relacion entre Conducta sexual/formacion de vinculo y neurogénesis

Como ya se mencion0d, el proceso de neurogénesis esta modulado por diversos estimulos; de tipo:
fisiologico, patoldgico y farmacologico.

Smith y colaboradores demostraron, que en los topillos hembra, el ciclo estral se presenta de manera
inducida tras la exposicion de sefiales quimiosensoriales de un macho no familiar. Este proceso,
mediado por la olfaccion, se ve reflejado en un incremento en los niveles de estrogeno en el suero y la

consecuente induccion de receptividad sexual. Smith, evalud si la exposicion a un macho incrementa la
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proliferacion celular.; n este estudio topillos hembra ovariectomizadas y sin reemplazo hormonal,
fueron expuestas a un macho y no presentaron la induccién del ciclo estral, tampoco un incremento
del estrogeno en el suero, ademas de que no se observo un aumento las células nuevas (BrdU+) en la
VMR. Por el contrario, las hembras ovariectomizadas y suplementadas con estradiol, a las cuales se les
indujo receptividad sexual a través de la exposicion a un macho no familiar, mostraron un aumento de
las células BrdU+ en la porcion anterior de la ZSV en comparacion con las hembras expuestas a una
hembra. El 80% de estas células mostraron un fenotipo de tipo neuronal en la VMR, demostrando que
posiblemente los cambios antes mencionados estén mediados por el estrogeno (Smith et al; 2001)

Los efectos de la copula sobre la neurogénesis adulta también fueron evaluados por Leuner, quien
demostré que la neurogénesis en el hipocampo en ratas macho incrementaba significativamente
después de la copula y este incremento se pudo observar después de la exposicion unica o multiple a
ratas hembra sexualmente receptivas (Leuner et al; 2010).

Nuestro grupo, demostrd que en la rata, la exposicion a olores de caracter sexual y no sexual;como el
acetato de amilo (aroma a platano), incrementa significativamente la proliferacion celular en la ZSV.
También Se observo un aumento en la densidad de células nuevas en la en la region anterior de la
VMR, en las hembras que copularon, sin importar si regulaban o no la copula (Corona et al; 2016).
Otro estudio de nuestro grupo evaluo si la copula regulada promueve la llegada de neuronas nuevas en
el BOP y BOA en ratas hembra adultas. Demostramos que 15 dias después de la copula, se incrementa
el nimero de células nuevas que llegan a la capa granular del BOA; estas células pueden participar
en la deteccion y discriminacion de sefales sexuales olfatorias (Corona et al; 2011). Respecto a la
supervivencia celular, una sola estimulacion sexual no modificé la supervivencia de las células nuevas
que se integran en las capas del BOP y el BOA, sin embargo, el nimero de neuronas nuevas en la
division anterior del BOA fue maés alto en aquellas hembras que copularon regulando o no la

interaccion sexual, sugiriendo que el comportamiento sexual influye sobre el destino neuronal de las
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células que sobreviven en la capa granular del BOA. Estos resultados podrian sugerir que las células
nuevas en el BO, en particular las células granulares, aportan plasticidad sindptica con una mayor
respuesta a odorantes y una mayor sensibilidad a olores nuevos, en comparacion con las células
granulares preexistentes; debido a que dentro de la poblacion de neuronas granulares del BO nacientes,
existe un grupo de estas células que expresan genes de expresion temprana en respuesta a olores
novedosos (Corona et al; 2016).

En otro estudio, nuestro grupo de trabajo demostrd que el nimero de células nuevas (algunas de estas
identificadas como neuronas) incrementd en la capa granular del BOA quince dias después en ratas
macho que eyacularon una o tres veces controlando la interaccion sexual (paced mating) (Portillo et al;
2012). Posterior a este estudio, se evalud si la conducta sexual en ratas macho incrementa la densidad
de neuronas nuevas que sobreviven cuarenta y cinco dias después de la conducta sexual en el BOA y en
el BOP; encontrandose que los machos que eyacularon tres veces muestran un incremento en la
densidad de células nuevas en la parte posterior de la capa granular en el BOA y un nimero mas alto
de células nuevas se diferenciaron a neuronas en comparacion con los machos control (Unda et
al;2016).Por ello, se ha propuesto que las neuronas nuevas participan en la transduccion de sefiales de
circuitos relacionados con la copula y en la memoria olfativa, por lo que la formacién de vinculo de
pareja, podria estar mediada por la neurogénesis.

2. ANTECEDENTES

Las conductas reproductivas: el cortejo, la copula y la conducta parental, constituyen la categoria mas
importante de las conductas sociales y se caracterizan por ser sexualmente dimorficas (Neil, 1996).
Para el estudio de estas conductas y por la facilidad de su manejo, se han utilizado roedores: ratas y
ratones, que muestran comportamientos socialmente estereotipados; asociados con: la reproduccion, el
cuidado maternal y la agresion. Sin embargo, estos modelos de estudio no presentan la formacion de

vinculo de pareja, que se define como: una relacion estable entre los miembros de una pareja
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reproductora, que cohabitan y despliegan conductas parentales por méas de una estacion reproductiva
(Aragona y Wang, 2004). En los humanos, se ha demostrado que la formacion de vinculos de pareja
tiene repercusiones en la salud fisica y mental de los individuos. Se ha reportado que individuos:
solteros, divorciados, separados y viudos, en comparacion con aquellos en una relacion estable de
pareja, tienen niveles mayores de ansiedad y depresion, ademds de un alto nivel de mortalidad
asociado con: enfermedades coronarias, infartos, neumonia, diversos tipos de cancer, cirrosis hepatica,
homicidios, accidentes de auto y suicidios (House et al; 1998; Ross et al; 1990).

La incapacidad para formar vinculos socialmente estables, ha sido una caracteristica comuin de
desérdenes mentales; tales como: la depresion, ansiedad, autismo y esquizofrenia (Ross et al; 1990).
Los mecanismos de plasticidad neuronal involucrados en la formacion de vinculos de pareja no han
sido bien esclarecidos, por lo que en el presente estudio, pretendemos contribuir a la comprension de
los mismos.

Para el estudio de la monogamia social, la formacion de vinculos pareja y otros aspectos de cognicion
social, fue necesaria la identificaciéon de un modelo animal que permitiera elucidar los mecanismos
biologicos de estas conductas socialmente complejas. La especie Microtus ochrogaster o topillo de la
pradera, cumple con este criterio; al ser altamente afiliativa, desplegar un comportamiento biparental y
formar vinculos socialmente duraderos (Young y Wang, 2004).

Uno de los posibles mecanismos biologicos implicados en la formacion de vinculo de pareja es la
neurogénesis. El proceso de neurogénesis no es estatico, ya que depende de la estimulacion interna y
externa que reciben los individuos (Peretto y Paredes, 2014).

En este trabajo, evaluaremos si la conducta sexual/ formacion del vinculo de pareja, incrementa el
numero de células nuevas en: el BO, el APM, la AMG yel HVM en hembras y machos de la

especie Microtus ochrogaster.
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3. JUSTIFICACION

La formacion de relaciones sociales duraderas y el desarrollo de vinculos de pareja son criticos para la
salud mental y fisica de cada uno de los miembros de la pareja. Se ha demostrado, que en Microtus
ochrogaster, la copula induce la formacion de un vinculo de pareja y al ser esta una conducta
reproductiva que modula la neurogénesis, se pretende evaluar si la formacion del vinculo y la

neurogénesis estan estrechamente relacionadas.

4. HIPOTESIS
En el macho y en la hembra, formacion de vinculos de pareja a través de la copula, incrementard la
llegada de células nuevas en el BOA, el BOP, la AMG, el APM y HVM, las cuales se diferenciaran a
neuronas funcionales.
5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general
Evaluar si la copula y la formacion de vinculos de pareja incrementa la neurogénesis en el BOA, el
BOP, la AMG, el APM y el HVM en Microtus ochrogaster.
5.2 Objetivos particulares
e (Cuantificar el coeficiente de lordosis (nimero de respuestas de lordosis/ nimero de montas).
e Registrar: el nimero, los movimientos pélvicos y la latencia de: montas, intromisiones y
eyaculaciones, ademas del intervalo posteyaculatorio de los topillos macho.
e [Evaluar el nimero de células nuevas en el BO, la AMG, el APM y el HVM.
e Determinar si las células nuevas expresan un marcador de diferenciacion neuronal en las
regiones antes mencionadas.
6. Material y métodos
6.1 Sujetos de estudio

Los sujetos utilizados fueron topillos de la pradera (Microtus ochrogaster) sin experiencia sexual
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previa. Los animales fueron obtenidos mediante una colaboracién con el Dr. Larry Young de la
Universidad Emory, Atlanta. Los animales originales fueron capturados cerca de Urbana, Illinois. Los
machos y hembras nacidos en el bioterio del Instituto de Neurobiologia en Juriquilla, Querétaro,
fueron mantenidos bajo ciclos de luz y oscuridad (14 horas luz/10 horas de obscuridad) con una
temperatura de 21 £ 1 °C y fueron destetados a los 21 dias de edad. Los sujetos del mismo sexo (4-6)
se colocaron en cajas de acrilico (29 X 18 X 13) que contenian una cama de aserrin. El alimento
provisto fue comida para conejos (Rabbit Chow, Purina Lab Chows, Cat 5321), avena y semillas de
girasol y agua ad libitum.
Posteriormente, los animales fueron asignados aleatoriamente a los siguientes grupos; cada uno
formado por 16 sujetos,8 parejas: a) control; sujetos que no copularon ni fueron expuestos a claves
sensoriales de animales del sexo opuesto; b) exposicion; topillos que recibieron claves sensoriales de
un animal del sexo opuesto pero no tuvieron contacto fisico y c¢) copula/formacion de vinculo;
roedores que copularon. Las pruebas conductuales tuvieron una duracion de 6h.
Todas las técnicas son utilizadas de forma rutinaria y los protocolos han sido aprobados por el comité
local de bioética.
Para controlar el estado hormonal y la receptividad sexual, todas las hembras fueron ovariectomizadas.
La cirugia se realizd bajo la administracion previa de una mezcla de anestésicos; xilazina al 2% vy
ketamina 0.1g/mL en vehiculo de solucion salina. Después de dos semanas de recuperacion, fueron
remplazadas hormonalmente por la administracion s.c por 4 dias consecutivos de benzoato de estradiol
(10 pg/kg, disuelto en aceite de maiz). Este procedimiento consistentemente induce receptividad sexual
en esta especie (Smale et al; 1985). Los machos fueron gonadalmente intactos.

6.2 Estudios de neurogénesis
Para identificar a las células nuevas, se utiliz6 el marcador de sintesis de ADN (BrdU; Sigma: St. Luis,

MO).Se prepard una solucion stock de BrdU en NaCl 0.9% a una concentracion de 100 mg/ ml y
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posteriormente se administrd intraperitonealmente, 5 minutos antes del inicio de la prueba y se repitid
su administracion cada 120 minutos durante 6 horas, con un total de 3 inyecciones por animal. Estudios
previos han demostrado que para la formacion del vinculo en los topillos se requieren al menos 6 horas
de cohabitacion con al menos 2 sesiones de copula en este intervalo (Gray y Dewsbury, 1973).

6.3 Conducta sexual y formacion de vinculo de pareja.
Las parejas designadas para la copula, se colocaron en cajas de acrilico, como las descritas
anteriormente (una pareja por cada caja) y durante un periodo de 6 horas, se observo el
comportamiento sexual; registrando: a) en hembras; el coeficiente de lordosis (reflejo que se
caracteriza por la postura de arqueamiento de la columna vertebral que facilita el alineamiento genital
entre ambos miembros de la pareja) que se evalia como la proporcion entre el nimero de lordosis en
respuesta a el nimero de montas y b) en machos: el nimero, la latencia y cantidad de movimientos
pélvicos durante las montas, intromisiones y eyaculaciones. Ademas se registrdé el intervalo post
eyaculatorio (la eyaculaciéon es cominmente seguida de un autoacicalamiento, después del cual el
macho entra en un periodo de inactividad sexual, y algunas veces de una inactividad general (Smith et
al;2001).
Las parejas designadas en el grupo de exposicion, se colocaron en cajas de acrilico por 6 horas (una
pareja por cada caja); estas cajas presentan en la parte media una division, que consiste en una malla de
acrilico con orificios regulares, la cual permite la cohabitacion mediada por la deteccion de: estimulos
olfativos, auditivos, visuales y tactiles; pero no permite la copula ni el contacto directo de los sujetos
involucrados.
En el grupo control, los sujetos se colocaron de manera individual (aislados) en las cajas descritas.

Durante la prueba conductual, los animales tuvieron libre acceso a la comida y agua.

6.4 Perfusion cerebral/fijacion

21



Los animales fueron sacrificados 15 dias después de la administracion de BrdU, para lo cual fueron
anestesiados con pentobarbital sodico y perfundidos via la aorta ascendente, usando solucion buffer de
PBS 0.1M pH 7.2, seguido de 4% de paraformaldehido en PBS.
Los cerebros se extrajeron y se fijaron por una hora en parafolmadehido al 4% y después se
almacenaron en una solucion de sacarosa al 30%. Posteriormente, se realizaron cortes (de manera
sagital en el BO y coronal en el resto de las estructuras) de las regiones neuronales de interés: el BO, la
AMG, el HVM y el APM.
Todas las secciones cerebrales se almacenaron en solucién de anticongelante hasta la realizacion de la
inmunohistoquimica.

6.5 Inmunohistoquimica de BrdU.
Las secciones cerebrales fueron lavadas con buffer salino Tris (TBS), con una duracion de 10 minutos
por lavado. Posteriormente, se incubaron 15 minutos con TBS y borohidrato de sodio al 0.5%. Se
realiz6 un segundo lavado con TBS y se incubaron durante 30 minutos en solucion de TBS al 1 % de
Triton X (TX)- 100 y peroxido de hidrégeno al 1%. Transcurrido este tiempo, las muestras se
incubaron por 10 minutos con TBS y dimetil sulfoxido (DMSO) al 1% y se lavaron nuevamente con
TBS por 10 minutos.
Las secciones fueron incubadas en dcido clorhidrico (HCI) 2N, por treinta minutos a 37° C y se lavaron
con TBS por diez minutos. Posteriormente, fueron incubadas con TBS y borohidrato de sodio al 0.5%
por 15 minutos, se lavaron nuevamente con TBS y se incubaron por 30 minutos en solucion de TBS
con , albimina all0% y TX al 0.3%. Las muestras fueron incubadas por 16 horas a 4°C con el
anticuerpo monoclonal de rata anti BrdU (Accurate Serotec Chemical Rat MAB Anti BrdU OBT0030
AXYLL 1:1000).
Transcurrido este tiempo, se realizd6 un lavado con TBS y TX al 0.02% durante 10 minutos, se

incubaron con el anticuerpo secundario anti-rata IgG biotinilado (1:250 Vector BA-9400) en TBS,
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albumina all% y TX al 0.02% por dos horas. Se realizé un lavado con TBS y TX al 0.02% por 10
minutos y se incubaron en el complejo de avidina y biotina (ABC) en TBS y TX al 0.32% por 90
minutos. Se realizé un lavado con TBS y posteriormente, se incubd con diamino bencidina (DAB) por
no mas de diez minutos. Las muestran recibieron un lavado final con TBS y fueron montadas en
portaobjetos tratados con gelatina y cubiertos con un cubreobjetos utilizando Permount (Fisher

Scientific, USA). Las muestras se analizaron con un microscopio de luz Olympus.

6.6 Inmunofluorescencia de BrdU y NeuN
Las secciones cerebrales fueron lavadas con PBS, con una duracién de 10 minutos por lavado. Las
secciones fueron incubadas en HCI 2N por treinta minutos a 37° C y se lavaron tres veces con
PBS.Posteriormente fueron lavadas con PBS y TX al 1%, se realizé una incubacion con H,O, al 1% y
se lavaron tres veces con PBS por diez minutos. Se realizéo un primer bloqueo con caseina al 0.5%
durante treinta minutos. Posteriormente, las muestras fueron incubadas por 16 horas a 4°C con el
anticuerpo monoclonal de rata anti BrdU (Accurate Serotec Chemical Rat MAB Anti BrdU OBT0030
AXYLL 1:1000) en PBS y caseina al 0.05%. Transcurrido este tiempo, se realizaron tres lavados con
PBS y TX al 0.1% durante 10 minutos, se realizdo un segundo bloqueo con caseina al 0.05% vy se
adiciono el anticuerpo secundario anti-rata IgG biotinilado (1:1000 Vector BA-9400) en caseina por
dos horas. Después, se incubaron en solucion de ABC en PBS por 60 minutos. Se realiz6 un lavado
con PBS y TX al 0.02% vy se incubo con el sistema de amplificacion de tiramidas utilizando cumarina
(1:100 por diez minutos). Se realizaron tres lavados con PBS y se dejaron en esta solucion toda la
noche a 4°C. Se continu6 con un tercer bloqueo con caseina, seguido por la incubacion del anticuerpo
monoclonal de ratén anti NeuN (Millipore 1:1000) en caseina y se realizaron tres lavados con PBS y
TX al 0.1% durante 10 minutos. Las muestras se incubaron en soluciéon de ABC en PBS por 60 minutos

ye realizo un lavado con PBS y TX al 0.02% , seguido de la incubacién con el sistema de cyanina 3
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(1:100) por diez minutos. Se realizaron tres lavados con PBS y se incubaron en PBS toda la noche a
4°C. Una vez terminado el proceso las muestras fueron montadas utilizando Aquamount para cubrirlas
(Hitobiotec). Las muestras fueron analizadas en el microscopio confocal Zeizz LSM 700.

6.7 Analisis microscopico y cuantificacion de las células marcadas con BrdU utilizando DAB
como revelador.

Después de llevar a cabo las inmunohistoquimicas, se localizd y cuantifico las células inmunoreactivas.
Las células BrdU+, en las que la deteccion del antigeno se realizo utilizando DAB, fueron analizadas
realizando una reconstruccion en el eje X, Y utilizando un microscopio de luz Olympus BX60 con un
objetivo 20X.

Para la determinacién del nimero de células BrdU+, se utilizo el software Imagen J, en donde se
asignaron las areas de interés (AOI). Las sefales quimiosensoriales activan de manera selectiva
subpoblaciones celulares que se localizan en las distintas partes del BOA (Dudley y Moss, 1999). Por
ello la capa granular del BOA se dividié en dos secciones: anterior y posterior; la activacion de estas
areas depende del tipo de sefial odorifera que reciben, en este caso de odorantes y feromonas
provenientes de la orina (Dudley y Moss, 1999). La exposicion a componentes volatiles de la orina de
ratas hembra activa la region anterior del BOA y la parte caudal de la region posterior del mismo en
ratas macho. La estimulacion con componentes volatiles de la orina de ratas macho, activa la region
anterior en ratas macho y hembra, no obstante, la exposicion con componentes no volatiles
provenientes de las ratas hembra activan preferentemente la region posterior del BOA (Portillo et al;
2012).

Las AOI seleccionadas para el conteo en las capas granular y glomerular del BOP fueron realizadas en
la zona apical. Se contaron 3 rebanadas de cada estructura en cada animal. Las AOI del resto de las

estructuras se realizaron solo en el hemisferio derecho.
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Figura 2. Representacion del conteo celular automatico realizado con el software Image J;
tomado y modificado de Image J user guide y Two ways to count cells with Image J de Christine
Labno, Universidad de Chicago. A) Micrografia representativa del BO mostrando células
inmunoreactivas a BrdU; reconstruccion tomada con objetivo 20X de un corte sagital de un sujeto
experimental. El antigeno BrdU fue revelado con DAB. B) Ajuste en la escala de grises de la
micrografia original. C) Magnificacion y seleccion del AOI, esta imagen corresponde a la zona apical
de la capa glomerular del BOP. D) Delimitacion del AOI. E) Histograma que muestra la distribucion de
los valores en escala de grises en el AOIL. F) Ajuste del umbral en la escala del canal rojo. G)
Parametros a utilizar que indican el tamano celular en pixeles y la circularidad. H) Tabla que indica el
numero de células que cumplen con las condiciones establecidas. I) Sobrelape de los contornos de las
células en la imagen original. J) Ajuste de la escala de medida de pulgadas cuadradas a milimetros
cuadrados y K) Tabla que muestra el tamafo del area seleccionada.

6.8 Analisis microscopico y cuantificacion de nuevas neuronas
Después de llevar a cabo la inmunofluorescencia, se realizd el analisis requerido para localizar y
cuantificar las células inmunoreactivas a BrdU y NeuN. La deteccion de estos antigenos, se realizé
utilizando distintos fluoréforos: cumarina y cianina, respectivamente. Las imagenes fueron analizadas
realizando una reconstruccion en el eje X, Y, Z utilizando un microscopio confocal ZEIZZ LSM 700

con un objetivo 20X.
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Para la determinacién del numero de nuevas neuronas, se utilizo el software Imagel, en donde se

asignaron las areas de interés (AOI), se seleccionaron las células BrdU+ y NeuN+ y se visualizo el

corte ortogonal. Las AOI se seleccionaron de igual forma que el andlisis realizado con el microscopio

de luz.

B

A

Figura 3. Cortes ortogonales (XY, XZ y YZ) de un Z stack. (A) Plano XY (proyeccion z). NeuN
(rojo) + BrdU (azul). (B) Plano XZ. (C) Plano YZ. Escala: 50Jum
6.9 Analisis estadistico

Se utilizo el software Sigma Plot 11.0 para el analisis estadistico. Los datos obtenidos de los conteos de
células BrdU+ revelados con DAB y fluorescencia no pasaron la prueba de normalidad, por lo que se
realizé un ANOVA en rangos, tomando como diferencia estadisticamente significativa un valor de p<=
0.05, para la comparacion de las tres condiciones experimentales en el mismo sexo. Para la
comparacion entre ambos sexos, bajo la misma condicidon experimental, se realizé una U de Mann
Whitney tomando como diferencia estadisticamente significativa un valor de p <= 0.05.

De los tres cortes seleccionados por estructura de cada animal se realizd un promedio de los conteos y

posteriormente se obtuvo la mediana del nimero de de animales por grupo experimental.
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7. Resultados
7.1 Parametros de la conducta sexual
Los parametros sexuales analizados, pertenecen a la fase consumatoria del comportamiento sexual. Los
topillos hembra, no presentan ciclo estral y el comportamiento asociado a este periodo es inducido por la
presencia de un macho no familiar o por la estimulacion con sefiales quimiosensoriales. La receptividad
sexual de las hembras fue evaluada mediante el coeficiente de lordosis.. En la tabla 2 se muestran los
valores obtenidos de los pardmetros conductuales cuando los machos copularon por 24 horas. Los datos
muestran, que los machos copularon consistentemente durante la duracion de la prueba, de manera
similar a la observado en nuestro grupo de trabajo (Ulloa et al en preparacion). Los topillos hembra,
presentaron altos niveles de receptividad como se muestra en el coeficiente de lordosis registrado en la
tabla 3.. .
Tabla 2. Determinacion de los parametros de la conducta sexual para los topillos macho utilizados
en el grupo de copula. Se muestra la latencia de monta (LM) de intromisioén (LI) y de eyaculacion (LE)

en segundos (s), el nimero de montas (NM) e intromisiones (NI), el intervalo posteyaculatorio (IP) y el

intervalo inter-intromision (II) registrados durante seis horas.

Topillo macho LE (s) IP (s) II (s)

66 67 145 1532 141 1631 552 11,6 6

479 331 213 581 166 982 104 59 6

477 319 177 386 223 1369 1161 61 5

481 274 312 802 176 1471 252 84 7

480 379 126 669 202 1123 534 56 7

483 222 117 972 143 1293 590 9 6

1 90 110 157 449 758 514 168 7

2 165 113 454 691 3019 862 436 6
Media 11508 69,70  421.80 19582 689.80 329,06 3,05 625
Errorestandar 0 oo o464 14913 6923 24388 11634 108 025

de la media
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Tabla 3. Coeficiente de lordosis (LQ) registrado en los topillos hembra del grupo de copula.

Topillos hembra (I:%Q)
91 61,9
73 56,2
29 72,8
58 63,9
60 78
59 64,2
1 63,2
2 59,8
Media 65
Error estandar de la media 2,50

7.2 Estandarizacion de la inmunohistoquimica contra BrdU revelada con DAB
La deteccion del marcador de sintesis de DNA (BrdU), se realizd a través de inmunohistoquimica
revelada con DAB. Las siguientes micrografias, fueron obtenidas utilizando una camara EMO00411
acoplada a un microscopio Olympuus BX60. Todas las imagenes fueron tomadas con la magnificacion de

20X. Se seleccion6 una porcion de cada area de estudio en cada animal en la orientacion rostro-caudal.

\{.\ ‘\'—4(,-‘\\4 3 o :,' - ( \
o8 GL i o f \ .
: .‘\

GR (=

0.05 mm

Figura 3. Seccion sagital del BO (30um) de un topillo macho nacido de una madre inyectada con BrdU
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por tres dias consecutivos, iniciando la administracion el dia 13 de la gestacion y concluyéndolo el dia 15.
Se muestra la inmunoreactividad hacia el antigeno BrdU. Los poligonos amarillos sefialan la capa
granular y glomerular del BOP y BOA. La capa granular del BOA se dividi6 en la seccién anterior y
posterior. En café se pueden observar las células que incorporaron BrdU, como se observa, la

inmunoreactividad se presenta en todas las regiones senaladas.

A

Figura 4. Secciones coronales de la AMG (A), el APM (B) y el HVM (C) (30um de espesor) de un
topillo macho nacido de una madre inyectada con BrdU por al menos siete dias, iniciando la
administracion el dia 14 de la gestacion. Se muestra la inmunoreactividad hacia el antigeno BrdU. Los

poligonos amarillos sefialan el area seleccionada para realizar el conteo celular.

7.3 Estandarizacion de la inmunohistoquimica contra BrdU y NeuN revelada con fluorescencia

Para llevar a cabo el conteo de neuronas nuevas, se realizo la deteccion del marcador de sintesis de DNA
nuevo BrdU y del marcador neuronal NeuN a través de inmunohistoquimica.. Las siguientes micrografias
fueron obtenidas utilizando el microscopio confocal LSM700 y con la magnificaciéon de 20X. Se
seleccion6 una porcion de cada area de estudio en cada animal en la orientacion rostro-caudal. En la figura

5 se muestra en rojo la proteina nuclear (NeuN) y en azul el marcador de proliferacion celular (BrdU).
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Figura 5. Micrografia fluorescente de un animal utilizado como control positivo. Se muestra una porcion
de la capa granular de la seccion sagital del BOP. La proteina nuclear, NeuN, se observa en color rojo al
ser revelada con cianina (A) y el andlogo de timidina, BrdU, en azul al ser revelado con cumarina (B).

El sobrelape de ambos marcadores se observa en (C).

Para ambos revelados, se utilizaron dos controles negativos: el primero; se realizé utilizando cortes de
BO de un animal al cual no se le administré6 BrdU y el segundo; se realiz6 con un animal al cual se le
administréo BrdU; pero durante la inmunohistoquimica no se le afiadié el anticuerpo monoclonal de rata

anti BrdU. Fotomicrografias no mostradas.
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7.4 Células BrdU+ reveladas con DAB
La determinacion del numero de células nuevas, evaluado con la expresion del antigeno BrdU, como una
medida proporcional a la proliferacion, fue realizada en distintas capas del BOP y BOA; en este tltimo, la
capa granular fue dividida en: seccidn anterior y posterior; en la AMG, el APM y el VMH. Los siguientes
graficos, muestran los conteos automaticos de células nuevas por milimetro cuadrado, en topillos hembra
y macho. La prueba estadistica realizada fue un andlisis de varianza en rangos de una via Kruskall Wallis
(KW) para la evaluacion de las tres condiciones experimentales en el mismo sexo, y la U de Mann
Whitney para la comparacion entre ambos sexos, bajo la misma condicién experimental. En el grafico 1,
se muestra el numero de células BrdU positivas en la capa granular del BOP. No se encontraron
diferencias significativas entre los machos (H = 1,140, gl 2, p = 0,566) ni en las hembras (H = 2,495, gl 2,
p = 0,287). La comparacién entre ambos sexos, tampoco resultd significativa en esta region y en ninguno
de los tres grupos experimentales: control (T=82, p = 0,161), exposicion (T=74, p= 0.574) y vinculo (T=

69, p=0.959).
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Grifico 1. Nimero de células BrdU+ /mm’ en la capa granular del BOP en los topillos hembra y

macho. Se muestran las medianas y los percentiles correspondientes 5 y 95 y para cada grupo. Se realizo
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un ANOVA en rangos para el andlisis estadistico. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los topillos hembra (p = 0,287) ni entre los topillos macho (p = 0,566). Se realiz6 una
U de Mann Whitney para las comparaciones entre ambos sexos dentro de los mismos grupos
experimentales. No hubo diferencia estadisticamente significativa entre ambos sexos bajo alguna
condicién experimental (p>0.05).

En el grafico 2, se muestra el nimero de células nuevas en la capa glomerular del BOP, en los distintos
grupos experimentales en los topillos hembra y macho. La comparacion efectuada entre las distintas
condiciones experimentales y el mismo sexo no fue estadisticamente diferente en las hembras (H = 0,635,
gl 2, p =0,728) y en los machos (H = 1,235, gl 2, (p = 0,539). No hubo diferencias estadisticamente
significativas en la comparacion entre ambos sexos bajo ninguna condicién experimental: control (T=67,

p=0.959), exposicion (T= 76, p=0.442) y vinculo (T=72, p =0.721).
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Grifico 2. Nimero de células BrdU+ /mm’ en la capa glomerular del BOP en los topillos hembra y
macho. Se muestran las medianas y los percentiles correspondientes 5 y 95 y para cada grupo. Se realiz6
un ANOVA en rangos para el analisis estadistico. No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre los topillos hembra (p = 0.728) ni entre los topillos macho (p = 0,539). La
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comparacion entre ambos sexos bajo el mismo grupo experimental, tampoco resulto estadisticamente
diferente (p>0.05).

Como se mencion6 anteriormente, la capa granular del BOA fue dividida en dos secciones: anterior y
posterior. En el grafico 3, se representa el numero de células BrdU+ / mm? en la seccion anterior. En la
comparacion efectuada en los distintos grupos de las hembras, se observd diferencia estadisticamente
significativa entre grupo control y el grupo de vinculo (H = 7,265, gl 2, p = 0,026). Para el caso de los
machos, no se encontr6 diferencia estadisticamente significativa (H = 0,341, gl 2, p = 0,843). De igual
forma, la comparacion entre hembras y machos bajo la misma condicion experimental, no resultd
estadisticamente significativa en: el grupo control (T= 83, p = 0.130), exposicion (T=61, p =0.505), y
vinculo (T= 62, p =0.574).

En el grafico 4, se muestra el namero de células BrdU+/mm? en la seccion posterior de la capa granular
del BOA. No se observé diferencia estadisticamente significativa en los grupos experimentales de los
topillos hembra (H = 5,386, gl 2, p = 0,068). Los grupos experimentales de los topillos macho tampoco
resultaron estadisticamente diferentes entre si (H = 0,36, gl 2, p = 0,833). La comparacioén entre los
topillos hembra y macho, bajo la misma condicion experimental, no present6 diferencia estadisticamente

significativa en: el grupo control (T=84, p =0.105), exposicion (T=59, p = 0.382) y vinculo (T=66.5, p =

120

0.878).
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Grifico 3. Namero de células BrdU+ /mm’ en la capa granular (seccién anterior) del BOA en los
topillos hembra y macho. Se muestran las medianas y los percentiles correspondientes 5 y 95 y para cada
grupo. Se realizé un ANOVA en rangos para el analisis estadistico. En las hembras el grupo control y el
grupo de vinculo es estadisticamente diferente y se sefala esta diferencia con * (p = 0,026). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los topillos macho (p = 0,843). La
comparacion entre ambos sexos bajo las misma condicion experimental tampoco resulto estadisticamente

diferente (p >0.05).
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Grifico 4. Nimero de células BrdU+ /mm* en la capa granular (seccion posterior) del BOA en los
topillos hembra y macho. Se muestran las medianas y los percentiles correspondientes 5 y 95 y para cada
grupo. Se realiz6 un ANOVA en rangos para el andlisis estadistico. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los topillos hembra (p = 0,068), ni entre los topillos macho (p =
0,833). La comparacion entre ambos sexos del mismo grupo experimental tampoco resulto
estadisticamente diferente (p>0.05).

El nimero de nuevas células también fue evaluado en la capa glomerular del BOA en topillos hembra y

macho. Dentro de los grupos experimentales de las hembras no se presentd diferencia estadisticamente
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significativa (H = 0,945, gl 2, P = 0,623). Asi mismo, los grupos experimentales de los machos no
resultaron estadisticamente diferentes (H = 1,385, gl 2, P = 0,500). No hay diferencia estadisticamente
significativa entre hembras y machos del mismo grupo experimental,: control (T = 68, p = 1.0),

exposicion (T= 69, p=0.959) y vinculo (T=64, p = 0.721).
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Grifico 5. Numero de células BrdU+ /mm’ en la capa glomerular del BOA en los topillos hembra y
macho. Se muestran las medianas y los percentiles correspondientes 5 y 95 y para cada grupo. Se realizo
un ANOVA en rangos para el analisis estadistico. L as hembras del grupo control y el grupo de vinculo
presentaron diferencia estadistica (p = 0,623). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los topillos macho (p = 0,500). La comparacion entre ambos sexos del mismo grupo
experimental tampoco resulto estadisticamente diferente (p >0.05).

En la AMG, el APM y el HVM también se efectuo la comparacion del nimero de células nuevas en los
topillos hembra y macho. En el grafico 6, se muestran los conteos celulares en todos los grupos
experimentales en la AMG. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
distintos grupos de las hembras (H = 0,612, gl 2, p = 0,736) ni entre los distintos grupos de los machos (H

=3,844, ¢l 2, p = 0,146). La comparacion entre hembras y machos bajo la misma condicidon experimental
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no presentd diferencia estadisticamente significativa: control (T=65, p = 0.798), exposicion (T =80, p
=0.234) y vinculo (T= 73, p= 0.645).

En el grafico 7, se muestran los conteos celulares en todos los grupos experimentales en el APM. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos de las hembras (H =
0,307, gl 2, P = 0,858) ni entre los distintos grupos de los machos (H = 0,208, gl 2, P = 0,901). La
comparacion entre hembras y machos dentro del mismo grupo experimental no presentd diferencia
estadisticamente significativa: control (T=64, p =0.721), exposicion (T = 69, p = 0.959) y vinculo
(T=61.5, p=10.505).

En el HVM, so6lo 4 animales presentaron proliferacion celular que correspondian: al grupo control macho,
al grupo de exposicion de hembra, al grupo vinculo hembra y al grupo vinculo macho. No se muestra el

afico.
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Grafico 6. Numero de células BrdU+ /mm” en la AMG en los topillos hembra y macho. Se muestran
las medianas y los percentiles correspondientes 5 y 95 y para cada grupo. Se realiz6 un ANOVA en rangos

para el analisis estadistico, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los topillos
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hembra (p = 0,858), ni entre los topillos macho (p = 0,901). La comparacion entre ambos sexos dentro del
mismo grupo experimental tampoco resulto estadisticamente diferente (p>0.05).
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Grafico 7. Nimero de células BrdU+ /mm* en el APM en los topillos hembra y macho. Se muestran
las medianas y los percentiles correspondientes 5 y 95 y para cada grupo. Se realizé6 un ANOVA en rangos
para el anélisis estadistico. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los topillos
hembra (p = 0,736), ni entre los topillos macho (p = 0,146). La comparacion entre ambos grupos tampoco
resulto estadisticamente diferente (p>0.05).
7.5 Células BrdU+ reveladas con fluorescencia

El numero de células nuevas también fue determinado utilizando un método de amplificacion enzimatica
mediado por tiramida . Como ya se menciono, la expresion del antigeno BrdU, es un indicador de sintesis
de DNA nuevo vy fue utilizado como una medida proporcional a la proliferacion celular. Los conteos se
realizaron en las mismas areas que en el revelado con DAB.

Los gréficos siguientes, muestran los conteos manuales de células nuevas por milimetro cuadrado en

topillos hembra y macho. La prueba estadistica realizada fue un andlisis de varianza en rangos de una via
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Kruskall Wallis (KW) para la evaluacion de las tres condiciones experimentales en el mismo sexo, y la U
de Mann Whitney para la comparacion entre ambos sexos, bajo la misma condicién experimental. En el
grafico 8, se muestra el nimero de células BrdU positivas en la capa granular del BOP. No se encontraron
diferencias significativas entre los machos (H = 1.095, gl 2, P =0,578) ni en las hembras (H = 1.860, gl
2, P=0,395). La comparacion entre ambos sexos, bajo la misma condicidon experimental, en esta region
tampoco resulto significativa: control (T=53, p =0.130), exposicion (T =70, p = 0.878) y vinculo (T=73, p

= 0.645).
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Grafico 8. Numero de células BrdU+ /mm2 en la capa granular del BOP en los topillos hembra y
macho. Se muestran las medianas y los percentiles correspondientes 5 y 95 y para cada grupo. Se realizo
un ANOVA en rangos para el andlisis estadistico. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los topillos hembra (p = 0.395) ni entre los topillos macho (p = 0,578). La
comparacion entre ambos sexos del mismo grupo experimental tampoco resulto estadisticamente diferente

(p >0.05).

39



El nimero de células nuevas en la capa glomerular del BOP, en los distintos grupos experimentales en los
topillos hembra y macho, no fue estadisticamente diferente al realizar la comparacién intra grupo, en las
hembras (H = 0,465, gl 2, P = 0,793) y en los machos (H = 3.375, gl 2, P = 0,185). No hubo diferencias
estadisticamente significativas en la comparacion entre ambos sexos, bajo la misma condicién
experimental: control (T= 56, p =0.234), exposicion (T= 67, p =0.959) y vinculo (T= 66, p = 0.878). Esta

informacion se muestra en el grafico 9.
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Grafico 9. Numero de células BrdU+ /mm2 en la capa glomerular del BOP en los topillos hembra y
macho. Se muestran las medianas y los percentiles correspondientes 5 y 95 y para cada grupo. Se realizd
un ANOVA en rangos para el andlisis estadistico. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los topillos hembra (p = 0.793) ni entre los topillos macho (p = 0,185). La
comparacion entre ambos sexos del mismo grupo experimental tampoco resulto estadisticamente
diferente (p>0.05).

Como se menciond anteriormente, la capa granular del BOA fue dividida en dos secciones: anterior y
posterior. En el grafico 10, se representa el numero de células BrdU+ / mm?2 en la seccion anterior. No se

encontraron diferencias estadisticamente significativas en los topillos hembra (H= 4.363, gl 2, p= 0.113),
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ni en los topillos macho (H = 4.9401, gl 2, p = 0,085). De igual forma la comparacion entre hembras y
machos bajo las misma condicion experimental no resulto estadisticamente significativa: control (T= 83,

p = 0.130), exposicion (T= 58, p =0.328) y vinculo (T=63, p = 0.645).

300

250

200

150

100

Numero de células BrdU+/mm?

50 4

D T T T T
Control Exposicion Vinculo

Grupo expermental

I Hembra
I Macho

Grafico 10. Nimero de células BrdU+ /mm2 en la capa granular (seccion anterior) del BOA en los
topillos hembra y macho. Se muestran las medianas y los percentiles correspondientes 5 y 95 y para cada
grupo. Se realizd6 un ANOVA en rangos para el andlisis estadistico. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los topillos hembra (p=0.113) ni en topillos macho (p = 0,085). La
comparacion entre ambos sexos en dentro del mismo grupo experimental tampoco resulto
estadisticamente diferente (p>0.05).

En el grafico 11, se muestra el namero de células BrdU+/mm?2 en la seccidon posterior de la capa granular
del BOA. No se observo diferencia estadisticamente significativa en los grupos experimentales de los

topillos hembra (H = 3.594, gl 2, p = 0,166). Los grupos experimentales de los topillos macho tampoco
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resultaron estadisticamente diferentes entre si (H = 0,380, gl 2, p = 0,827). La comparacion entre los
topillos hembra y macho bajo la misma condicidon experimental no presentd diferencia estadisticamente

significativa: control (T= 74, p= 0.574), exposicion (T= 72, p =0.721) y vinculo (T=58, p =0.328).
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Grafico 11. Numero de células BrdU+ /mm?’ en la capa granular (seccion posterior) del BOA en los
topillos hembra y macho. Se muestran las medianas y los percentiles correspondientes 5 y 95 y para cada
grupo. Se realizdo un ANOVA en rangos para el analisis estadistico. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los topillos hembra (p=0.166), ni entre los topillos macho (p=0.827).
La comparacion entre ambos sexos dentro del mismo grupo experimental tampoco resultd
estadisticamente diferente (p>0.05).

El nimero de células nuevas también fue evaluado en la capa glomerular del BOA en topillos hembra y
macho. Dentro de los grupos experimentales de las hembras, se presentd diferencia estadisticamente

significativa entre el grupo control respecto al grupo de vinculo y de exposicion (H =7.633, gl 2, P =
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0.022). Los grupos experimentales de los machos no resultaron estadisticamente diferentes (H = 3.615, gl
2, p = 0.164). De manera similar, no hay diferencia estadisticamente significativa entre hembras y machos
en el grupo control (T=75, p =0.505) y el grupo de vinculo (T=69, p = 0.959). Se encontrd diferencia
estadisticamente significativa en la condicion experimental de exposicion entre hembras y machos (T=46,

p =0.021) en el grafico 12.
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Grafico 12. Numero de células BrdU+ /mm’ en la capa glomerular del BOA en los topillos hembra
y macho. Se muestran las medianas y los percentiles correspondientes 5 y 95 y para cada grupo. Se
realiz6 un ANOVA en rangos para el analisis estadistico. En las hembras, el grupo control es diferente
estadisticamente en comparacion con el grupo de exposicion (*a) y el grupo de vinculo (*aa) (p = 0.022).
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los topillos macho (P = 0.164). En la
comparacion entre ambos sexos se encontrd diferencia estadisticamente significativa en el grupo de

exposicion (*b) (p=0.021).
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En la AMG, el APM y el HVM también se efectio la comparacion del namero de células nuevas en los
topillos hembra y macho. En el grafico 13, se muestran los conteos celulares en la AMG. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos de las hembras (H =
0.323, gl 2, p = 0.851) ni entre los grupos de machos (H = 1.487, gl 2, p = 0.475). La comparacion entre
hembra y macho bajo la misma condicién experimental no presentd diferencia estadisticamente

significativa: control (T= 79, p = 0.279), exposiciéon (T= 66, p = 0.878) y vinculo (T= 74.5, p =0.505).
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Grafico 13. Nimero de células BrdU+ /mm2 en la AMG en los topillos hembra y macho. Se
muestran las medianas y los percentiles correspondientes 5 y 95 y para cada grupo. Se realiz6 un ANOVA
en rangos para el andlisis estadistico. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
los topillos hembra (p = 0.851), ni entre los topillos macho (p = 0.475). La comparacion entre ambos
sexos bajo el mismo grupo experimental tampoco resulto estadisticamente diferente (p>0.05).

En el APM, solamente dos animales presentaron células BrdU+ pertenecientes a los grupos control
macho y vinculo macho; ningin grupo de las hembras presento nuevas células en esta region. No se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos de los machos (H =
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1.049, gl 2, p= 0.592). La comparacion entre hembra y macho bajo la misma condicion experimental no
present6 diferencia estadisticamente significativa: control (T= 64, p = 0.721), exposicion (T=68, p=1) y
vinculo (T=64, p = 0.721). No se muestra este grafico.

En el HVM no se encontraron células BrdU+ reveladas con fluorescencia, en ninguno de los grupos
experimentales en topillos hembra y macho.

7.6 Células BrdU+/NeuN+ reveladas con fluorescencia y porcentaje de diferenciacion neuronal

La determinacion del nimero de células nuevas que adquirieron un fenotipo de neuronas maduras, se
realiz6 a través de la deteccion de ambos antigenos BrdU y NeuN en los cortes ortogonales, en todas las
areas mencionadas con anterioridad. La prueba estadistica realizada fue un analisis de varianza en rangos
de una via Kruskall Wallis (KW) para la evaluacion de las tres condiciones experimentales en el mismo
sexo y la U de Mann Whitney para la comparacion entre ambos sexos bajo la misma condicion
experimental. En la figura 6, se muestra el nimero de células BrdU y NeuN positivas y el porcentaje de
diferenciacion neuronal en la capa granular del BOP. No se encontraron diferencias significativas entre los
machos para el nimero de neuronas nuevas (H = 1.185, gl 2, p = 0.553) ni en el porcentaje de
diferenciacion neuronal (H = 2.435, gl 2, p = 0.296). En las hembras, no hubo diferencia estadisticamente
significativa en el nimero de neuronas nuevas (H= 3.645, gl 2, p =0.162). Sin embargo, en el porcentaje
de diferenciacion neuronal, se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
control y la exposicion (T=88,p= 0.038) y entre el grupo exposicioén y vinculo (T= 89, p= 0.028), ambas
diferencias evaluadas con la prueba estadistica U de Mann Whitney. La comparacion entre ambos sexos,
bajo la misma condicion experimental, en esta region respecto al nimero de neuronas nuevas no resulto
significativa: control (T=80, p = 0.234), exposicion (T=57, p= 0.279) y vinculo (T=70, p= 0.278). El
porcentaje de diferenciaciébn neuronal tampoco resultd significativo; control (T = 53, p= 0.130),

exposicion (T= 86, p= 0.065) y vinculo (T= 60, p= 0.442).
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Figura 6. a) Nimero de células BrdU+/NeuN+ /mm’ en la capa granular del BOP en los topillos
hembra y macho. Se muestran las medianas y los percentiles correspondientes 5 y 95 y para cada grupo.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los topillos hembra (p = 0.162) ni entre
los topillos macho (p = 0.553). La comparacion entre ambos sexos bajo la misma condicidon experimental
tampoco resultd estadisticamente diferente (p>0.05). B) Porcentaje de diferenciaciéon neuronal. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en los topillos hembra entre el grupo control y
exposicion (*c) p = 0.042 y el grupo exposicion y vinculo (*v) p = 0.028. En los topillos macho, no hubo
diferencias estadisticamente significativas (p= 0.296). La comparacion entre ambos sexos bajo la misma
condicion experimental tampoco resulto estadisticamente diferente (p>0.05).

El nimero de nuevas neuronas y el porcentaje de diferenciacién neuronal en la capa glomerular del BOP,
se muestra en la figura 7 en los distintos grupos experimentales. En los topillos hembra no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas (H= 0.215, gl 2, p = 0.898), (H= 0.291, gl 2, p= 0.865);
respectivamente. En los topillos macho tampoco se presentan diferencias estadisticamente significativas
para ambos pardmetros (H= 3.673, gl 2, p= 0.159), ( H= 4.873, gl 2, p= 0.087). No hubo diferencias
estadisticamente significativas en la comparacion efectuada entre ambos sexos, bajo la misma condicion

experimental, en el nimero de neuronas nuevas;: control (T=82, p = 0.161), exposicion(T=66, p = 0.878)
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y vinculo (T= 65, p= 0.798) asi como en el porcentaje de diferenciacién neuronal: control (T=81, p=

0.195), exposicion (T=66.5, p= 0.878) y vinculo (T=61, p= 0.505).

30 G0
"
E 254 50
¥ —
= 2
3 g .
= 20 4 e
t c
g
D 45 8 31
[v] (&)
2
(=] €L
- e 20
g™ o
o =
£ 10
E 54 i
z
o- ; i
Control Exposicién Vinculo Control Exposicion Vinculo
Grupo experimental Grupo experimental
I Hembra I Hembra
I Macho I Macho

Figura 7 a) Numero de células BrdU+/NeuN+ /mm2 en la capa glomerular del BOP en los topillos
hembra y macho. Se muestran las medianas y los percentiles correspondientes 5 y 95 y para cada grupo.
Se realizO6 un ANOVA en rangos para el andlisis estadistico. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los topillos hembra (p= 0.898) ni entre los topillos macho (p =
0.159). La comparacion entre ambos sexos, bajo la misma condicidon experimental, tampoco resulto
estadisticamente diferente (p>0.05). b) Porcentaje de diferenciacion neuronal. Se realiz6 un ANOVA en
rangos para el analisis estadistico. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
topillos hembra (p= 0.865) ni entre los topillos macho (p = 0.087). La comparacion entre ambos sexos en
el mismo grupo experimental tampoco resulto estadisticamente diferente (p>0.05).

La capa granular del BOA fue dividida en dos secciones: anterior y posterior. En la figura 8, se representa
el nimero de células BrdU+/NeuN+ por mm2 y el porcentaje de diferenciacion neuronal en la seccidon
anterior. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los topillos hembra para ambos

parametros (H= 0.763, gl 2, p= 0.963), (H= 5.050, gl 2, p= 0.080); respectivamente. En los topillos
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macho, tampoco se presentaron diferencias estadisticamente significativas en el nimero de neuronas
nuevas (H = 1.898, gl 2, p = 0.387) ni en el porcentaje de diferenciacion neuronal (H = 2.950, gl 2, p =
0.229). De igual forma, la comparacion entre hembras y machos bajo la misma condicidon experimental,
no resultd estadisticamente significativa en el numero de neuronas nuevas: control (T=78.5, p= 0.279),
exposicion (T=69, p= 0.959) y vinculo (T=66.5, p= 0.878), ni en el porcentaje de diferenciacién neuronal:

control (T=61.5, p= 0.505), exposicion (T= 73, p=0.645 ) y vinculo (T= 72, p =0.721).
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Figura 8 a) Numero de células BrdU+/NeuN+ /mm2 en la seccion anterior de la capa granular del
BOA en los topillos hembra y macho. Se muestran las medianas y los percentiles correspondientes 5 y
95 y para cada grupo. Se realiz6 un ANOVA en rangos para el andlisis estadistico. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los topillos hembra (p=0.963) ni entre los topillos macho
(p= 0.387). La comparacidn entre ambos sexos, bajo la misma condicién experimental, tampoco resulto
estadisticamente diferente (p>0.05). b) Porcentaje de diferenciacion neuronal. Se realizo un ANOVA en
rangos para el analisis estadistico. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
topillos hembra (p= 0.080) ni entre los topillos macho (p = 0.229). La comparacidon entre ambos sexos,
bajo la misma condicion experimental, tampoco resulto estadisticamente diferente (p>0.05).

En la figura 9, se muestra: el nimero de células BrdU+/mm2 y el porcentaje de diferenciacion neuronal
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NUmero de células BradU-+NeuN-+mm?

en la seccion posterior de la capa granular del BOA. No se encontraron diferencias significativas entre las
hembras para el numero de neuronas nuevas (H = 0.713, gl 2, p= 0.700) ni en el porcentaje de
diferenciacion neuronal (H = 1.509, gl 2, p = 0. 470). En los machos, no hubo diferencia estadisticamente
significativa en el nimero de neuronas nuevas (H= 0.555, gl 2, p = 0.758) ni en el porcentaje de
diferenciacion neuronal (H= 2.693, gl 2, p= 0.260). La comparacion entre los topillos hembra y macho,
bajo la misma condicioén experimental, no present6 diferencia estadisticamente significativa en el nimero
de neuronas nuevas: control (T=60, p= 0.442), exposicion (T=71, p= 0.798) y vinculo (T=69, p= 0.959).
El porcentaje de diferenciacion neuronal, presentd diferencia estadisticamente significativa en el grupo
control entre hembras y machos (T=49, p= 0.05). Los otros grupos experimentales no presentan diferencia

alguna entre hembras y machos; exposicion (T= 69, p= 0.959) y vinculo (T= 73, p =0.645).
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Figura 9 a) Numero de células BrdU+/NeuN+ /mm2 en la seccion posterior de la capa granular del
BOA en los topillos hembra y macho. Se muestran las medianas y los percentiles correspondientes 5 y

95 y para cada grupo. Se realizé un ANOVA en rangos para el analisis estadistico. No se encontraron
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diferencias estadisticamente significativas entre los topillos hembra (p=0.700) ni entre los topillos macho
(p= 0.758). La comparaciéon entre ambos sexos, bajo la misma condicion experimental, tampoco resulto
estadisticamente diferente (p>0.05). b) Porcentaje de diferenciacion neuronal. Se realiz6 un ANOVA en
rangos para el andlisis estadistico. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
topillos hembra (p= 0.470) ni entre los topillos macho (p = 0.260). La comparacién entre ambos sexos
resulto estadisticamente diferente en el grupo control (*) (p<0.05).

El niimero de nuevas neuronas y el porcentaje de diferenciacion neuronal también fue evaluado en la capa
glomerular del BOA, en topillos hembra y macho y se muestra en la figura 10. Dentro de los grupos
experimentales en los topillos hembra no se presentaron diferencias estadisticamente significativas (H=
1.233, p = 0.540), (H= 1.001, p= 0.606); respectivamente. En los topillos macho, se encontr6 diferencia
estadisticamente significativa en el nimero de neuronas nuevas entre el grupo exposicion y vinculo a
través de la prueba post hoc Tukey (H= 9.008, p= 0.011). No obstante, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de diferenciacion neuronal (H= 2.309, gl 2, p=0.315). En
la comparacioén efectuada entre ambos sexos, bajo la misma condicion experimental, en el numero de
neuronas nuevas no se presentaron diferencias entre el grupo control (T=65.5, p = 0.798) ni el grupo de
vinculo (T= 66.5, p= 0.878). No obstante, la comparacion entre hembras y machos bajo la condicion de
exposicion, resultd estadisticamente diferente (T=43, p = 0.007). Respecto al porcentaje de
diferenciacion neuronal no se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos sexos,
bajo la misma condicion experimental: control (T=58.5, p= 0.328), exposicion (T=51, p=0.083) y vinculo

(T=66.5, p= 0.878).
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Figura 10. a) Numero de células BrdU+ /mm2 en la capa glomerular del BOA en los topillos
hembra y macho. Se muestran las medianas y los percentiles correspondientes 5 y 95 y para cada grupo.
Se realizO un ANOVA en rangos para el andlisis estadistico. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los topillos hembra (p= 0.540). En los topillos macho el grupo de
exposicion y vinculo fue estadisticamente diferente (p= 0.011). La comparacién entre ambos sexos bajo la
condicién de exposicion resultd estadisticamente diferente (p>0.05). b) Porcentaje de diferenciacion
neuronal. Se realiz6 un ANOVA en rangos para el andlisis estadistico. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los topillos hembra (p= 0.606) ni entre los topillos macho (p = 0.315).
La comparacion entre ambos sexos, bajo la misma condicion experimental, tampoco resultd
estadisticamente diferente (p>0.05).

En la AMG, también se efectio la comparacion del numero de neuronas nuevas y el porcentaje de
diferenciacion neuronal , en los topillos hembra y macho. En la figura 11, se muestra el nimero de células
BrdU+NeuN+/mm2 vy el porcentaje de diferenciacion neuronal en esta region. No se encontraron
diferencias significativas entre las hembras para el nimero de neuronas nuevas (H = 0.0151, gl 2, p=
0.992) ni en el porcentaje de diferenciacion neuronal (H = 0.0151, gl 2, p = 0. 992). En los machos, no

hubo diferencia estadisticamente significativa en el nimero de neuronas nuevas (H= 1.0, gl 2, p = 0.607)
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ni en el porcentaje de diferenciacion neuronal (H= 1.142, gl 2, p= 0.565). La comparacién entre los
topillos hembra y macho, bajo la misma condicion experimental, no present6 diferencia estadisticamente
significativa en el nimero de neuronas nuevas: control (T=76.5, p= 0.382), exposicion (T=68.5, p=0.959)
y vinculo (T=74.5, p= 0.505). El porcentaje de diferenciacién neuronal tampoco presentd diferencia
estadisticamente significativa entre ambos sexos dentro de los grupos experimentales: control (T=59.5, p=

0.382), exposicion (T=67.5, p= 0.959) y vinculo (T=60.5, p= 0.442).
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Figura 11. a) Numero de células BrdU+/NeuN+ /mm2 en la AMG en los topillos hembra y macho.
Se muestran las medianas y los percentiles correspondientes 5 y 95 y para cada grupo. Se realizd un
ANOVA en rangos para el andlisis estadistico. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los topillos hembra (p= 0.992) ni entre los topillos macho (p=0.607). La comparacion
entre ambos sexos, bajo la misma condicidon experimental, tampoco resultd estadisticamente diferente
(p>0.05). b) Porcentaje de diferenciacion neuronal. Se realiz6 un ANOVA en rangos para el analisis
estadistico. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los topillos hembra (p=
0.992) ni entre los topillos macho (p = 0.565). La comparacion entre ambos sexos, bajo la misma

condicion experimental, tampoco resulto estadisticamente diferente (p>0.05).
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En el APM y el HVM, no se encontr6 la expresion del marcador BrdU, por lo que no hubo proliferacion
ni diferenciacion celular en estas regiones.

8. Discusion de resultados y conclusiones
En la primera parte de este estudio se realizo la determinacion de los pardmetros de la conducta sexual en
el topillo de la pradera. Diversos estudios, han descrito en detalle este comportamiento en roedores que
no siguen un modelo social y de apareamiento mondgamo, como es el caso de ratas y ratones, entre otros.
De acuerdo a la tabla 2, los topillos macho presentan patrones de cépula basicos, presentes en otras
especies de roedores; tales como: multiples movimientos pélvicos e intromisiones y al menos dos
eyaculaciones antes de alcanzar el criterio de saciedad (Gray y Dewsbury, 1973).
Los topillos hembra, no presentan el estro de manera espontanea y requieren de un estimulo proveniente
de un macho no familiar o la administracion de estradiol (estrategia empleada en este estudio), y como se
reporta en la tabla 3, la media del LQ fue del 65%, indicando que las hembras utilizadas durante la
prueba se encontraban sexualmente receptivas.
La formacion del vinculo de pareja se encuentra mediada por la copula y la cohabitacion de los miembros
correspondientes de la pareja afiliativa. En este estudio, no se demostrdé la formacion del vinculo de
pareja, sin embargo, los animales pertenecientes a este grupo experimental se les permitid copular ad
libitum por un periodo de 6 horas; en el cual se llevo a cabo el registro y permanecieron cohabitando por
15 dias mas hasta el dia de la eutanasia. Estas condiciones de laboratorio son las requeridas para inducir la
formacion de vinculo de pareja de acuerdo con la literatura (Carter et al; 1995)
En este trabajo se evalto la neurogenésis, proceso que puede ser incrementado o reducido por varios
factores y se analizd el efecto del vinculo de pareja y la exposicion a olores sobre el mismo.
Con el método de revelado con DAB para la deteccion del antigeno BrdU, se encontré que las hembras
que copularon por 6 horas y se vincularon con su pareja macho, presentan baja densidad de células

BrdU+ en la seccion anterior de la capa granular del BOA en comparacién con las hembras del grupo
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control. No se encontraron otras diferencias estadisticamente significativas en las otras regiones senaladas
para este estudio en los topillos hembra y macho, bajo este proceso de revelado.

El BOA en ratones hembra es una region involucrada en el reconocimiento de feromonas provenientes de
los machos, por lo que el decremento celular y una tendencia mayor de diferenciacion neuronal, posterior
a la formacion del vinculo de pareja en los topillos hembra, podria optimizar el aprendizaje olfatorio y la
discriminacién de odorantes, requeridas para la identificacion de la pareja afiliativa (Newman y Halpin,
1988; Mouret et al; 2008).

Con el fin de incrementar la sensibilidad del método de deteccion del antigeno, se utilizé el sistema de
amplificacion de sefial mediado por tiramida (TSA). Se presentaron diferencias en el conteo automatico
bajo el revelado con DAB y conteo manual realizado con el TSA, esto debido a que aunque ambos
revelados se encuentran mediados por procesos enzimaticos, el segundo mejora la resolucién a través del
incremento de la sensibilidad.

Utilizando el método de TSA , encontramos, que el nimero de células nuevas fue mayor en las hembras
del grupo control respecto a la condiciones experimentales de exposicion y vinculo en la capa glomerular
del BOA, sin embargo, se observa una tendencia (no significativa) que el porcentaje de diferenciacion
neuronal fue mayor en el grupo de vinculo en esta misma region; sugiriendo que la presencia de
odorantes y feromonas de otro sujeto estimula la diferenciacion neuronal, ya que el BOA recibe entradas
de informacion sinaptica a través de la capa glomerular, mediado por las neuronas vomeronasales
sensoriales que expresan el mismo gen receptor y activan multiples glomérulos en el BOA (Hammen et
al;2014)

En esta misma region, encontramos, que existe mayor numero de células nuevas y neuronas en los topillos
macho, bajo la condicidon de exposicion, respecto a las hembras en esta misma condicidon experimental.
Esta diferencia en los machos respecto a las hembras, sugiere que como en estudios previos realizados en

ratones, la respuesta a la orina de las hembras en comparacion con la orina de los machos es mas fuerte;
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medida como la suma del volumen de glomérulos activados a partir de la exposicién a los respectivos
odorantes provenientes de las hembras en la parte anterior del BOA, sugiriendo que la respuesta en los
glomérulos a las sustancias volatiles y no volatiles presentes en la orina de la hembra posee un largo
territorio sinaptico en el BOA (Hammen et al; 2014).

Dentro de los grupos de machos, el nimero de neuronas es mayor en el grupo de exposicion respecto al
que form¢ el vinculo de pareja en esta misma capa del BOA. En un estudio realizado en ratones macho, se
demostro, que la exposicion repetida a un ambiente olfatorio estable (la presencia de la misma mezcla de
odorantes) en comparacion con la exposicion repetida a un ambiente olfatorio novedoso, no incrementaba
la neurogénesis en el BO ni en la SVZ (Veyrac, 2009); sugiriendo que el grupo de vinculo de pareja, el
cual permanecid junto a su pareja por 15 dias y estuvo expuesto al mismo estimulo olfatorio, no resulta
novedoso este estimulo y no promueve el incremento de la neurogenésis.

Respecto al porcentaje de diferenciacion neuronal, se observa un incremento en la capa granular del BOP
en los topillos hembra, pertenecientes al grupo de exposiciéon en comparaciéon con el grupo control y
vinculo. En roedores adulto, la generacidon e integracion de nuevas neuronas a circuitos existentes del
BOP, principalmente en la capa granular (alrededor del 95%) (Unda et al; 2016), juega un papel crucial en
la discriminacion de olores y no altera la memoria olfatoria a corto plazo (Gheusi et al; 2000).

Finalmente, en la seccion posterior de la capa granular del BOA, se observo un aumento en el porcentaje
de diferenciacion neuronal en los topillos macho del grupo control en comparacion con los topillos
hembra, bajo la misma condicion experimental. Este dimorfismo sexual ya fue demostrado en ratas, los
neuroblastos de la capa subependimal que migran al BOA o aquellos que sobreviven dentro de la capa
granular del BOA son mas numerosos en machos que en hembras; aunque esta migracion se realiza
predominantemente hacia la parte anterior del BOA, y ha sido asociado a la discriminacion de feromonas

sexuales (Peretto, 2001).
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En conclusion, los resultados obtenidos en este estudio, muestran que la formacién de vinculo de pareja

no estd mediado por el incremento de la proliferacion celular y subsecuentemente el aumento de la

diferenciacion neuronal. Sin embargo, en los topillos de la pradera como en otros roedores, la exposicion

a un estimulo olfativo novedoso presenta un rol importante en la induccién de neurogénesis, sugiriendo

que este proceso plastico interviene en el reconocimiento de olores y posiblemente la identificacion de la

pareja afiliativa, mas no en el proceso de formacion de vinculo.
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