UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
MAESTRIA EN CIENCIAS (NEUROBIOLOGIA)

Cambios en la expresion de sinaptofisina en machos y hembras de la especie Microtus
ochrogaster criados en familias mono y biparentales.

TESIS:
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO (A) EN CIENCIAS

PRESENTA:
Bidl. Rebeca Alejandra Cortés Sanchez

TUTOR
Dra. Wendy Portillo Martinez Instituto de Neurobiologia

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR
Dr. Manuel Salas Alvarado Instituto de Neurobiologia
Dr. Gonzalo Martinez de la Escalera Instituto de Neurobiologia

Juriquilla, Querétaro, Febrero, 2019



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.



ADT@VIALUIAS ...ttt s s s s S AR SRR e R R 4
Resumen
ADSTFACT ...ttt ta s b e s et s RS R SRR R R AR RR R ER SRR AR AR AR
T INEFOAUCCION ...ttt bbb s bbb RS E RS £E RS E AR E R b et b R
2. Generalidades de la especie
2.1 Formacion del vinculo de pareja
2.2 Efectos de los cuidados biparentales en el topillo de la pradera

2.2.1 Componentes de la conducta maternal............coononmrennncecnnecnnn.

2.2.2 Tipos de cuidado parental.............rreenreneens
3. Marcador de plasticidad cerebral...............reveennees

3.1 Plasticidad neuronal y su evaluacion....................
3.2 Marcador de plasticidad cerebral: Sinaptofisina.........
4. Areas que controlan las conductas socio-sexuales
B JUSHIFICACTON ...ttt ettt b bbb kRS 4R A£R £ E R8RSR R bbb
L o T oo == £SO PSP
7. Objetivo general
7.1 ODBJEtIVOS PAITICUIAIES .......... oottt ettt et bbb bbb R bbb
8. MALErial Y MEBLOUOS.........o ettt sttt bs b bR RS E RS R AR bbb
8.1 Sujetos de estudio
8.2 Pruebas CONUUCTUAIES ...ttt esse bbb bbb s8R bbb
8.2.1 Prueba de preferencia d@ Pareja ... ssssssssessssssssses s st ssssss s ssssssssesssssassssessssnas
8.3 Recoleccion de tejido y analisis de las muestras ...
8.4 Inmunofluorescencia para sinaptofisina.......................
8.6 Analisis de iIMAgenes.......... s
8.7 Analisis estadistiCo.........conornrcrrs s
9. RESUIAAOS........ ettt ss s ssssssbaeseens
9.1 Pesos el dia del destete..........nconnrcnecennecneennns
9.2 Prueba de preferencia de PArfa ... cieneeeeeessesisseessssssssesssssssssses s s s s st st sssssessssssssssasssssssssseses
9.3 ANALISIS UENSILOMELTIICO ..ottt b bbb bbb bbb
9.4 Densitometria del bulbo olfatorio accesorio....
9.5 Densitometria del NUCIEO @CCUMBENS ...ttt sb bbb bbbt
B0, DESCUSION ...ttt ettt ba bbb s 8R4 E4 88848 ER LR ER R R bR Rt
10.1 Peso de las crias
10.2 Prueba de preferencia de Pareja ...t ssssssss st st sssssssssesssssssas
10.3 Expresion de SiNAPLOTISING ...ttt s s s sns s ases s
11. Conclusién
12. Bibliografia




Abreviaturas

Acb: Nucleo accumbens

ACO: Nucleo cortical de la amigdala
AON: Nucleo olfatorio accesorio

AVP: Arginina vasopresina

BDNF: Factor neurotréfico derivado del cerebro
BNST: Nucleo basal de la estria terminal
BOA: Bulbo olfatorio accesorio

BOP: Bulbo olfatorio principal

CA: Cuidados artificiales

CA-MIN: Cuidados artificiales minimos
CA-MAX: Cuidados artificiales maximos
Cort: Corticoesteroides

CRH: Corticotropina

CRHZR: Receptor tipo 2 a CRH

DA: Dopamina

DG: Giro dentado

HBP: Hembra biparental

HMP: Hembra monoparental

LS: Septum lateral

MBP: Macho biparental

MMP: Macho monoparental

PFC: Corteza prefrontal

OT: Oxitocina

OTR: Receptor a oxitocina

PBS: buffer fosfato salino

Pir: Corteza piriforme

POA: Area preéptica media

PPP: Prueba de preferencia de pareja
ROI: Region de interés

VAMPZ2: Proteina vesicular asociada a la membrana
V1aR: Receptor a AVP tipo 1

VMH: Hipotalamo ventromedial

VNO: Organo vomeronasal



Resumen

El topillo de la pradera (Microtus ochrogaster) es una especie que se caracteriza por la
formacion de vinculo de pareja y cuidados biparentales. El cuidado biparental
contribuye al desarrollo socioemocional de las crias, por lo que la ausencia del padre
(cuidado monoparental) provoca alteraciones conductuales en la cria al llegar a la edad
adulta, un ejemplo de esto es que los machos y hembras criados en familias
monoparentales presentan un retraso en la formacién de vinculo de pareja. Los
mecanismos fisiologicos involucrados en esta alteracion conductual no se conocen
completamente. En la rata y el mono titi se ha reportado que la reduccion en los
cuidados maternos disminuye la expresion de sinaptofisina; una proteina que participa
en la plasticidad sinaptica; en estructuras limbicas incluyendo el nucleo accumbens
(Acb).

El objetivo del presente estudio fue determinar si la crianza monoparental provocaba
una disminucion de sinaptofisina que pudiera explicar el retraso en la formacion de
vinculo de pareja. Se estudiaron 12 familias, siete asignadas en monoparental y cinco
en biparental. Al llegar a la edad adulta a machos y hembras se les asigno una pareja
aleatoria y se les permitié copular libremente por 24 horas. Al dia siguiente se realizd
una prueba de preferencia de pareja (PPP) con la pareja y con un topo extrafio para
evaluar la formacion del vinculo. Posteriormente se realiz6 una inmunofluorescencia

para sinaptofisina en el bulbo olfatorio accesorio (BOA) y nucleo accumbens.

Los resultados demostraron que los machos y hembras criados en familias biparentales
pasaron mas tiempo con su pareja (p=0.043) comparado con el extrano. Los machos
monoparentales mostraron una preferencia por el topo extrafio (p=0.041), mientras que
las hembras no tuvieron ninguna preferencia. En el analisis densitométrico no se
observaron diferencias de expresion de sinaptofisina en las capas glomerular, mitral y
granular del BOA. Tampoco se observaron diferencias en el Acb. Los resultados
indican que el cuidado monoparental inhibe la formacidon del vinculo de pareja, sin



embargo, esto no se explica por una diferencia en la expresion de sinaptofisina en el
BOA y Acb.



Abstract

Prairie voles (Microtus ochrogaster) is one of the few species that form lasting pair
bonds and display biparental care. Biparental care contribute to socioemotional
development of the pups, thus in the absence of the father (monoparental care) adult
social behavior, including pair-bonding, of the pups is impaired. In other species
reduction on parental care reduces the expression of synaptophysin; a protein involved

in synaptic plasticity; in limbic structures including the nucleus accumbens (Acb).

Our aim was to determine whether the delay of pair-bond formation in monoparental
voles is associated with a reduction in synaptophysin expression. We use 12 families
assigned in monoparental (n=7) and biparental (n=5). When pups reach adulthood both
males and females cohabitated and mated with an assigned partner for 24 hrs. The next
day we performed a partner preference test (PPP) with their sexual partner and a
strange opposite sex vole to assess pair-bond formation. We performed an

immunofluorescence for synaptophysin in the accessory olfactory bulb (AOB) and Acb.

We found that as expected biparental males and females spend more time with their
sexual partner (p=0.043) rather than the strange. Monoparental voles spent more time
with the strange (p=0.041) whereas females showed no preference. The densitometric
results demonstrate no significant differences in the expression of synaptophysin in the
glomerular, mitral and granular layer of the AOB, or the Acb between biparental and
monoparental voles. Our results demonstrate that monoparental breeding delay pair-
bonding formation, though this may not be due to a reduction of synaptophysin

expression in the AOB or Acb.
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1. Introduccién

La monogamia es una estrategia reproductiva de baja frecuencia en los mamiferos,
alrededor del 7% de las especies se les considera socialmente monégamos (Phelps,
2010). El sistema de monogamia social se caracteriza por la formacion de un vinculo
de pareja; al cual es de larga duracién y conlleva a la cohabitacion con la pareja,
agresividad selectiva de macho y hembra posterior a la formacion de vinculo hacia
congéneres no familiares, cuidados biparentales y un bajo dimorfismo sexual. Sin
embargo la monogamia social no asegura la exclusividad sexual (Carter et al. 1995;
Kleiman, 1977; Solomon 2004).

Se han propuesto diferentes teorias que explican la aparicién de la monogamia en
mamiferos. La primera la propone como una respuesta a los factores ecoldgicos
(ambientes adversos, disminucion en la disponibilidad de agua y alimento, alta
competencia por territorio) y factores sociales; estos incluyen una baja densidad de
hembras lo cual implica una disminucion en el numero de hembras que defender. Otras
propuestas consideran la supervivencia de las crias; la primera sugiere que la
monogamia surge para evitar el infanticidio de crias no filiales; y la segunda propone
elegir una pareja que participe en el cuidado de ellas y asi mejorar su supervivencia
(Lukas, 2013). Sin embargo, aun no se tiene claro si los cuidados biparentales son una

causa o consecuencia de la monogamia.

Al igual que la monogamia los cuidados parentales son una estrategia reproductiva que
puede mejorar la supervivencia de las crias, estos cuidados se pueden presentar de
manera facultativa en respuesta al ambiente en el que se desarrollan las especies. Sin
embargo, cuando estos cuidados se mantienen a lo largo de las generaciones e
incrementan la supervivencia y adaptacion de los individuos se le considera una
respuesta adaptativa. Dentro del reino animal se pueden observar diferentes
estrategias de cuidados parentales: cuidado monoparental, cuando la hembra o el
macho cuidan de las crias; cuidado biparental, cuando ambos cuidan de las crias; y



cuidados cooperativos, que se pueden presentar por individuos familiares o por
individuos no familiares que ayudan con la crianza (Royle, 2014).

Al topillo de la pradera (Microtus ochrogaster) se le reconoce por ser una especie
socialmente mondégama y que presenta cuidados biparentales, estos ultimos son
necesarios para el correcto desarrollo de las crias y el mantenimiento de conductas
sociosexuales en su progenie; estas caracteristicas o hacen un modelo ideal para

estudiar las bases neurobiologicas de la monogamia social y el cuidado biparental.

2. Generalidades de la especie

El topillo de la pradera (Microtus ochrogaster) es un roedor del género Microtus con
habitos semifosoriales (forman nidos y tuneles subterraneos y ocasionalmente salen a
la superficie), miden alrededor de 12.7-13-9 cm y tienen un peso de 28-42 gr al llegar a
la edad adulta. Se distribuyen en la region central de Norteamérica incluyendo los
siguientes estados: Alberta, Ohio, Oklahoma e lllinois (Jameson, 1947; Figura 1).

Su principal dieta consiste en varias especies de pasto, tréboles y alfalfa, también
pueden alimentarse de semillas secas, y en algunos casos de tallos. Durante el
invierno dada la escasez de pasto se alimentan de madreselvas (Jameson, 1947).
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Figura 1. Hembra y macho de la especie topillo de la pradera (Microtus
ochrogaster).

Como se menciond previamente estos animales son semifosoriales, por lo que pasan la
mayor parte del tiempo bajo tierra donde forman su nido que se organiza por una red
de tuneles, estando el nido cubierto por las mismas plantas encontradas en su dieta
basica. Estudios de campo han reportado tres épocas reproductivas durante el mes de
noviembre, abril y julio; durante estos meses se reporta el mayor numero de animales

sexualmente maduros y hembras gestantes (Jameson, 1947).

Como esta especie se caracteriza por tener un sistema social mondégamo; los machos y
hembras forman un vinculo de pareja y permanecen juntos, en épocas reproductivas y
no reproductivas, durante toda su vida. Una vez formado el vinculo de pareja los
individuos presentan una agresion selectiva a congéneres no familiares. En
condiciones naturales la mayor parte de la poblacion (70%) se integra de familias

monogamas: padre-madre-progenie; por otro lado se observan topillos que perdieron a
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su pareja y que no vuelven a formar un vinculo (menos del 20% de estos animales
vuelven a formar un vinculo de pareja), también se observan machos errantes los
cuales una vez que alcanzan la madurez sexual abandonan el nido en busca de una
pareja potencial. Carter et al. (1980) demostraron que en esta especie el estro es
inducido por la presencia de un macho no familiar, estos hallazgos se demostraron al
exponer hembras sexualmente inactivas al olor de un macho no familiar y sexualmente
maduro por 1 hora en un periodo de 2-10 dias. Asi, los autores describieron que en la
etapa juvenil (20 dias), la exposicion a sujetos machos induce un crecimiento del utero
lo que sugiere un adelanto en la edad reproductiva. En contraste hembras juveniles de
50 dias de edad que no son expuestas a este procedimiento no presentan estro. Esta
induccién se ha observado solo con la presencia de machos no familiares dado que el
olor del padre o de los hermanos no genera este efecto. En esta especie se ha
observado una evitacion del incesto, incluso con topillos no familiares pero con los que

se mantuvo contacto fisico durante la crianza (Gavish 1984, Paz y Mifio 1998).

Estos comportamientos caracteristicos de M. ochrogaster no se han observado en
especies del mismo género (M. pennsylvanicus y M. montanus), ambas especies son
poligamas por lo que no forman un vinculo de pareja, no presentan agresion especifica
y las crias solo reciben cuidados maternos (Insel et al. 1995). De esta manera M.
orchrogaster puede considerarse como un buen modelo para entender las bases
neurobiologicas de estas conductas sociales.

2.1 Formacion del vinculo de pareja

Para que se lleve a cabo la formacion de vinculo de pareja en esta especie es
necesario que los animales copulen por 6 horas (Getz et al 1981) 6 24 horas de
cohabitacion sin copula (Winslow et al. 1993). Estudios previos han demostrado que los
neurotransmisores implicados en la formacion de vinculo de pareja son la arginina
vasopresina (AVP, Cushing 2001), la oxitocina (OT, Johnson et al. 2017), la dopamina
(DA, Lei et al. 2017) y la hormona liberadora de corticotropina (CRH, Gobrogge 2016).
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Estudios comparativos han demostrado diferencias en el patron de distribucién del
receptor a la AVP tipo V1a (V1aR) en topillos mondgamos y poligamos en areas
cerebrales relacionadas al circuito de recompensa (Insel et al. 1994; Wang et al. 1997).
También se han reportado diferencias en la distribucion del receptor a OT (OTR) en
areas del cerebro involucradas en conductas de motivacion y despliegue de conductas
sociales: como lo son el Acb, al nucleo basal de la estria terminal (BNST), la corteza
prefrontal medial (mPFC) (Insel 1992). Asi mismo se ha reportado que la
administracion de agonistas a V1aR y OTR inhibe la formacion del vinculo de pareja en
M. ochrogaster.

Por otro lado la DA en el sistema mesocorticolimbico se ha asociado a conductas
motivacionales, incluyendo la conducta sexual y su participacion en la formacion de
memoria social y preferencia de pareja. Estos hallazgos se confirman con los trabajos
de Wang (1999) quien describi6 inhibicion en la preferencia de pareja al administrar un
antagonista de los receptores a dopamina (DAR). Por el contrario cuando se usa un

agonista a los receptores se facilita la preferencia de pareja.

2.2 Efectos de los cuidados biparentales en el topillo de la pradera

2.2.1 Componentes de la conducta maternal

Durante las primeras etapas de vida de un individuo es importante mantener un
ambiente libre de factores estresantes, esto en conjunto con los cuidados paternales
son necesarios para el correcto desarrollo del cerebro y la expresion de conductas
sociales en la descendencia. En el caso de los mamiferos las especies socialmente
monogamas y que presentan cuidados biparentales representan aproximadamente el
7% de las especies. Los cuidados desplegados por las hembras hacia las crias
incluyen: la limpieza corporal, limpieza anogenital, conductas de acarreamiento y
manipulacion (cuando las transportan sujetandolas por el dorso), el tiempo que pasan
cerca de las crias, y la postura cifética, que consiste en colocarse sobre las crias
arqueando el dorso. La frecuencia de estos cuidados varia a lo largo de los primeros
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dias de desarrollo y del sexo de la progenie, dado que en la rata las madres pasan mas
tiempo limpiando la region anogenital de las crias macho comparado con tiempo que
pasan limpiando a las hembras (Moore y Morelli 1979). Kleiman (1977) reporté que las
conductas de cuidado desplegados por los machos del topillo de la pradera son los
mismos (acicalamiento, limpieza y estimulacion anogenital, conductas de
acarreamiento de crias) y que también son necesarias para el correcto desarrollo de las

crias.

2.2.2 Tipos de cuidado parental

De esta manera la ausencia de uno de los padres durante las primeras etapas de vida
de los individuos socialmente mondégamos como el caso del topillo de la pradera
(Microtus ochrogaster) puede tener consecuencias negativas en el desarrollo del
sistema nervioso y la formacién de conductas socio-sexuales de las crias. El cuidado
hacia las crias no varia entre los sexos cuando los topillos tienen experiencia sexual,
los hembras y machos sin experiencia sexual previa de igual manera muestran
cuidados aloparentales, sin embargo, cuando los machos son gonadectomizados
muestran un mayor cuidado aloparental que las hembras ovariectomizadas. En cambio
cuando las hembras son tratadas hormonalmente con estradiol los cuidados hacia las
crias aumentan (Lonstein D. y De Vries G. J., 1999). Por otro lado Bales y et al. (2006)
demostraron que factores estresantes como el nado forzado provoca conductas
parentales sexualmente dimorficas, cuando los machos forcejean al nadar presentan la
conducta de cifosis (se colocan sobre las crias y arquean la espalda hacia fuera) de
manera mas prolongada. Por otro lado estos mismos machos acarrean menos a las
crias; ademas estos investigadores midieron los niveles de corticoesteroides (Cort)
para corroborar el estado de estrés en los animales. Estos resultados indicaron que los
machos con mayores niveles de Cort en sangre pasan mas tiempo lamiendo a las crias
y menos tiempo acarreandolas. Ninguna de estas diferencias conductuales fue
observada en las hembras.
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Ahern y Young (2009) demostraron que topillos machos y hembras criados en familias
monoparentales reciben menos cuidados de limpieza a diferencia de los animales
criados por ambos padres y pasan mas tiempo solos en el nido; ademas demostraron
que un menor porcentaje de hembras criadas en familias monoparentales presentan
cuidados aloparentales dado que tardan mas tiempo en acercarse a las crias, las
limpian menos y pasan menos tiempo cerca de ellas; estas alteraciones no se
observaron en los machos criados en familias monoparentales. También describieron
con una prueba de preferencia de pareja, que machos y hembras criados solo por su
madre no muestran una preferencia por su pareja después de 24 y 48 horas de
cohabitacion, a diferencia de los animales criados por ambos padres que muestran una
preferencia hacia su pareja después de 24 horas de cohabitacién. En contraste los
topillos criados por familia monoparental necesitaron de una semana de cohabitacién

para mostrar la preferencia hacia su pareja.

En experimentos posteriores Ahern et al. (2010) describieron que machos y hembras
pasan el mismo tiempo en el nido durante la crianza, ademas reportaron que cuando el
macho es removido del nido la hembra no aumenta el tiempo que se mantiene en el
nido. En este mismo experimento observaron que durante la crianza biparental los
machos y las hembras coordinan el tiempo que pasan en el nido, asi, el tiempo que las
crias pasan solas se ve disminuido. Al analizar las conductas parentales reportaron que
hay una diferencia entre la frecuencia de conductas de limpieza hacia las crias entre
sexos, Yy en la coordinacion al momento de desplegar esta conducta; de esta manera
observaron que cuando los dos padres estan presentes en el nido la hembra pasa mas
tiempo limpiando a las crias que el macho, sin embargo, cuando el macho esta solo
con las crias el tiempo que pasa limpiando a las crias es el mismo que la hembra.
Estos autores no observaron diferencias en la frecuencia de limpieza entre hembras
con pareja y hembras sin pareja. Por ultimo estos investigadores demostraron que el
tiempo que las hembras pasan amamantando a las crias no difiere en la condicidon

familiar en la que crecen éstas.
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Tabbaa et al. (2017) senalaron diferencias en el tiempo que la hembra pasa limpiando
a las crias, a su vez reportaron una diferencia en el tiempo que la hembra pasa cerca o
sobre la cria (cifosis y acurrucados). No sé reportaron diferencias entre el tiempo que
las hembras pasan transportando a las crias ni construyendo el nido. Estos autores
indican que la privacion de estos cuidados altera conductas de afiliacion social dado
que los animales que reciben cuidados monoparentales pasan mas tiempo con los
animales estimulo comparados con los animales que reciben crianza biparental. Por
otro lado, no se observan diferencias en la prueba de reconocimiento social ya que
observaron que machos y hembras pueden discriminar entre un topillo con el que no
han tenido contacto anterior y un animal al que han sido expuestos previamente.
Durante los primeros dias posteriores al destete se observdé un incremento en la
expresion de BDNF (por sus siglas en inglés: Brain derived neurotrophic factor), una
proteina reguladora de la sinaptogénesis, y su receptor TrKB; este incremento lo
asocian a un incremento en los niveles de CRH y su receptor CRH2R. Estos resultados
son consistentes en ambos sexos y se sugiere que se deben a una respuesta de estrés

generada por la ausencia del padre.

Otros estudios indican que cuando el macho es removido de la caja y los topillos solo
reciben los cuidados maternos, las hembras tienen niveles mas altos de corticosterona
y de adrenocorticotrofina comparada con hembras criadas por ambos progenitores.
Este cambio no se observa en sus hermanos machos. Ademas estos autores
demostraron un decremento en receptores de glutamato asi como un decremento en la
expresion de BDNF en el giro dentado (DG) y las regiones CA1 y CA2 del hipocampo.
Los hallazgos sugieren una alteracion en eje hipotalamico-hipofisario-adrenal la cual se
sugiere es la que provoca una respuesta al estrés incrementada en animales que son

privados de los cuidados paternos (Wu R. et al 2014).

Estos estudios sugieren que la conducta materna no varia por el tipo de familia, por lo
que la madre no puede compensar la falta del padre, y las consecuencias negativas
durante el desarrollo de las crias se deben a la ausencia del cuidado paterno. Sin
embargo, se desconocen los efectos que tienen los cuidados monoparentales vy
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biparentales sobre la plasticidad cerebral mediada por sinaptofisina durante las
primeras etapas de vida de los individuos y si estos cambios persisten en la edad

adulta.

3. Marcador de plasticidad cerebral

3.1 Plasticidad neuronal y su evaluaciéon

La plasticidad cerebral se define como la capacidad que tienen las neuronas y los
circuitos neuronales de cambiar su estructura y funcion en respuesta a la experiencia
(Sale et al. 2014). Hay diferentes mecanismos de plasticidad cerebral que ocurren con
regularidad a diferentes escalas de tiempo; por ejemplo la sinaptogénesis, el
crecimiento axonal y dendritico, la potenciacion a largo plazo y la depresion a largo
plazo son eventos que se expresan en un periodo corto de tiempo; en cambio la
neurogénesis y la gliogénesis son eventos de larga duracion (Bruel-Jungerman et al.
2007).

La sinaptogénesis se define como la formacion de nuevas sinapsis o el remodelamiento
de sinapsis existentes. Este proceso esta mediado por la interaccion entre las células,
esta composicion permite mediar la localizacion, composicion, tamafo, y estabilidad
funcional de las sinapsis nacientes. La sinaptogénesis ocurre durante el desarrollo
embrionario y durante las primeras fases del desarrollo postnatal; durante la edad
adulta se ha asociado este proceso con mecanismos de formacion de la memoria y el

aprendizaje (Waites et al. 2005).

3.2 Marcador de plasticidad cerebral: Sinaptofisina

La sinaptofisina es una glicoproteina de membrana ubicada en vesiculas sinapticas del
cerebro, la médula espinal y la retina (Gould V et al., 1986; Figura 2). Se ha propuesto

que esta proteina modula la unidn de calcio a las vesiculas sinapticas, regulando la
liberacion de neurotransmisores dependientes de calcio (Rehm, Wiedenmann, y Betz,
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1986). Wiedenmann y Frank (1985) reportaron que esta proteina se expresa en las
vesiculas sinapticas en la gran mayoria de la sinapsis, posteriormente Knaus et al.
(1986) corroboraron estos hallazgos y demostraron la expresion de sinaptofisina en
cerebro, cerebelo, tallo cerebral, médula oblongada y médula espinal. De igual manera
estos autores reportaron que la expresion de esta proteina se incrementa a lo largo del

desarrollo postnatal.

La actividad de esta proteina se ha asociado principalmente con la plasticidad
sinaptica. Cabe mencionar que esta proteina tiene una funcion redundante por lo que
se han reportado otras proteinas que participan regulando este fendmeno como lo son
la proteina de densidad postsinaptica (PSD-95), sinaptofilina, entre otras.
Nithianantharajh et al. (2004) demostraron que en ratones que crecen en ambientes
enriquecidos con objetos para jugar y hacer ejercicio (pelotas, escaleras, ruedas para
correr, etc.) tienen una mayor expresion de sinaptofisina en el hipocampo, el talamo y

el hipotalamo.

Figura 2. 1: En la membrana vesicular se observa un complejo formado por
sinaptofisina (azul) y VAMP2 (por sus siglas en inglés vesicle associated
membrane protein, rojo). 2: Este complejo se une a la membrana por las
proteinas de anclaje del complejo t-SNARE; la sintaxina-1 (morado) y la SNAP-25
(amarillo). 3: Una entrada de Ca2+ provoca la separacion del complejo SNARE y
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disocia el complejo SYP-VAMP-2 lo que permite la fusion de las membranas y la
liberacion del neurotransmisor. 4. EI complejo SNARE, las sinaptofisina y el
complejo SYP/VAMP2 forman un parche en la membrana. 5. ElI complejo
SYP/VAMP-2 se vuelve a formar.

Estudios previos han demostrado los efectos de la condicion de crianza sobre la
expresion de sinaptofisina. Chaterjee et al. (2007) compararon la expresién de
sinaptofisina en ratas macho que fueron aisladas del nido de crianza y recibieron
cuidados artificiales (CA) y el alimento necesario por medio de una canula insertada en
la mejilla. Posteriormente se dividieron los animales en dos grupos: los animales que
recibieron cuidados minimos (CA-MIN), que consistian en dos limpiezas anogenitales al
dia; y el grupo de cuidados maximos (CA-MAX), que consistian en dos limpiezas
anogenitales y ocho estimulaciones tactiles al dia; el estudio fue complementado con
dos grupos control que fueron criados por la madre (MR, por sus siglas en inglés): MR-
Control y MR-Sham, el cual tenia la canula en la mejilla, en ambos casos los animales
permanecieron en el nido con su madre y hermanos. Entre los dos grupos control no se
observaron diferencias en la expresiéon de sinaptofisina, por otro lado, los autores
reportaron que el aislamiento del nido (CA-MIN y CA-MAX) y por ende la disminucion
de cuidados maternos disminuy6 significativamente la expresion de esta proteina en la
corteza prefrontal, hipotdlamo y amigdala en los machos que reciben pocas
estimulaciones tactiles (CA-MIN). Asimismo cuando se incrementa el numero de
estimulaciones artificiales (CA-MAX) incrementa la expresion de sinaptofisina
comparado con el grupo CA-MIN sin embargo presenta niveles mas bajos que los
individuos criados por la madre.

Por otro lado, Law et al. (2009) realizaron un experimento en monos titi, especie que se
caracteriza por conducta mondgama y cuidados biparentales. Los autores demostraron
que separar a las crias de sus padres durante la fase de amamantamiento por
intervalos cortos (30-120 min) no disminuye los niveles del mRNA para sinaptofisina.
Sin embargo, los autores observaron una correlacion negativa entre le expresion de

sinaptofisina en giro dentado, y los niveles de noradrenalina en orina que se elevaron
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en el grupo de animales con privacion de cuidados parentales, lo que trabajos previos
han asociado con conductas depresivas en la edad adulta.

Estos estudios en conjunto sugieren que el cuidado parental y las condiciones de
crianza tienen un efecto en la expresion de sinaptofisina en areas relacionadas al

despliegue de conductas socio-sexuales.

4. Areas que controlan las conductas socio-sexuales

El despliegue de las conductas socio-sexuales es necesario para la supervivencia de
las especies sociales; estas incluyen la formacidén de vinculo de pareja, los cuidados
biparentales, y las conductas sexuales. Esta ultima tiene dos componentes: las
conductas proceptivas (conductas que involucran busqueda de pareja), las conductas
receptivas (lordosis en hembras; montas, intromisiones y eyaculacion en machos)
(Beach, 1976).

El sistema olfatorio modula la expresion de conductas sociosexuales en machos y
hembras, este puede dividirse en dos circuitos: el sistema olfatorio principal, formado
por el epitelio olfatorio y el bulbo olfatorio principal (BOP) con proyecciones al nucleo
accesorio olfatorio (AON, por sus siglas en inglés), la corteza piriforme (Pir, del inglés) y
el nucleo cortical de la amigdala (ACO, por sus siglas en inglés) el cual proyecta al
hipocampo, a la Pir y a la ME. Este sistema se encarga principalmente de la deteccion
de moléculas volatiles, y esta involucrado en el procesamiento de olores relacionados
al alimento y sexualmente relevantes. Por otra parte, el sistema olfatorio accesorio,
formado por el érgano vomeronasal (VNO, por sus siglas en inglés) y el bulbo olfatorio
accesorio (BOA, por sus siglas en inglés) proyecta a la ME, esta estructura a su vez
establece conexiones sinapticas con el nucleo basal de la estria terminal (BNST, por
sus siglas en inglés), al area predptica (POA, por sus siglas en inglés) y el hipotalamo
ventromedial (VMH, por sus siglas en inglés). El sistema olfatorio accesorio se encarga
principalmente de la deteccibn de moléculas no-volatiles y esta involucrado

preponderantemente en conductas reproductivas y agresivas (revisado en Mucignat-
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Carretta C 2010; Figura 3).

Ademas, el sistema olfatorio es necesario para el reconocimiento de sujetos familiares
como las crias, animales con los que se ha cohabitado o con los que se ha copulado.
En el caso de las hembras después de la copula ocurre un proceso de aprendizaje
durante las 4 horas posteriores; durante esta etapa se genera un incremento en la
expresion de noradrenalina que inhibe la inhibicion mediada por GABA lo que mantiene
la actividad de las células mitrales que a su vez mantienen inhibidas a las células
granulares. Esta inhibicion se considera selectiva ya que activa una poblacion de
células mitrales/granulares especificas que responden al mismo estimulo (ej: el olor del
macho). Cuando se presenta el mismo macho o secreciones de este a la hembra el
circuito tiene una respuesta excitatoria, sin embargo, cuando se presenta el olor de otro
macho se activara una nueva poblacion de células mitrales por lo que el mismo

proceso no se repetira (Brennan 2004).

En la formacién del vinculo de pareja se ha reportado que se activa la corteza PFC, el
nucleo accumbens (Acb) y en el caso de los machos el septum lateral (LS). Se ha
descrito que en estas areas ademas existe una alta densidad de receptores a oxitocina
y dopamina comparado con otros roedores del género microtus que no presentan un
modelo de apareamiento socialmente mondégamo (revisado en Lieberwith & Wang,
2016).
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Figura 3. El sistema de proyeccion olfatorio es necesario para el despliegue de
conductas socio-sexuales, las areas que forman este sistema de proyeccién son
el bulbo olfatorio (OB, principal y accesorio), nucleo acumbens (Acb), area
predptica (MPA), el hipotalamo ventromedial (VMH) y la amigdala (Amyg). Imagen
obtenida con Brain Explorer 2 (V. 2.3.5; Allen Institute).

5. Justificacion

Los cuidados parentales durante las primeras fases del desarrollo son necesarios para
el desarrollo cognitivo, psicologico y social de los individuos; dado que este periodo es
critico para el refinamiento de circuitos cerebrales relacionados con la conducta. Por el
momento se desconocen los cambios plasticos inducidos por la crianza y biparental, en
nuestra especie este tipo de estudios se limita debido a la complejidad de nuestro
sistema nervioso y los diferentes factores que influyen en el desarrollo ademas de las
cuestiones éticas. Por estas razones, es necesario contar con un modelo animal para
poder evaluar las alteraciones que provocan la ausencia del padre. En este sentido, el
topillo es un modelo adecuado ya que provee de cuidados biparentales a su progenie.
En este estudio se evalud si la ausencia del cuidado paterno decrementa la expresion
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de la proteina sinaptofisina; nos enfocamos en dos areas de interés: en primer lugar el
BOA por su importancia en el reconocimiento y eleccion de pareja y en segundo lugar
el Acb por su importancia en la formacion del vinculo de pareja en esta especie.
Evaluamos si existe una correlacion entre la expresion de estas proteinas y las
alteraciones en la formacién de vinculo de pareja cuando los individuos llegan a la edad
adulta.

6. Hipotesis

Los topillos criados por familias monoparentales presentaran una menor expresion de
la proteina sinaptofisina en el BOA y el Acb después de la formacion del vinculo de
pareja.

7. Objetivo general

Evaluar las diferencias en la formacion de vinculo de pareja en topillos de la pradera

criados en condiciones monoparentales y biparentales.

7.1 Objetivos particulares

1) Evaluar la formacion de vinculo de pareja en topillos de la pradera criados en
familias monoparentales y biparentales.

2) Evaluar los cambios plasticos mediante la expresion de sinaptofisina en topillos de la
pradera criados en familias monoparentales y biparentales en el BOA y el Acb.

8. Material y métodos

8.1 Sujetos de estudio
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Se utilizaron 12 machos y 12 hembras de topillos de la pradera (Microtus ochrogaster),
los animales fueron criados en el bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM. La
FO de la colonia utilizada es originaria de Urbana, lllinois y fue proporcionada por el Dr.
Larry Young. Los animales se colocaron en un cuarto exclusivo para topillos con un
ciclo de 14 horas luz/ 10 horas oscuridad y tuvieron acceso a comida para conejo
(Rabbit Chow, Purina Lab Chows, Cat 5321), semillas de girasol, avena y agua ad
libitum. Los animales seleccionados tenian entre 3-4 meses de edad y fueron
sexualmente inexpertos. Las hembras fueron expuestas a aserrin impregnado con
secreciones de sujetos macho durante seis dias para inducir la receptividad sexual. Al
terminar este periodo se les asigné un macho no familiar como pareja y se les permitio

copular.

En el dia 18 después de la cdpula se seleccionaron siete de las parejas al azar para
formar las familias monoparentales; en estas se removié al macho de su caja hogar
para asegurar que no estuviera presente durante los ultimos dias de gestacion ni el dia
de parto; de igual manera el macho estuvo ausente durante toda la crianza. En el caso
de las familias biparentales (n=5) el macho permanecio durante toda la gestacion de la
hembra y hasta el dia de destete. Las crias fueron separadas el dia postnatal 21.

El dia del nacimiento se cuantificé el numero de crias que nacieron por familia, de las
familias monoparentales se obtuvieron 32 crias y de las familias biparentales se
obtuvieron 24 crias. Los animales no recibieron ningun tipo de manipulacién desde el
dia de nacimiento hasta el dia del destete. El dia del destete se agruparon por sexo y
pesaron, posteriormente se colocaron en cajas hogar para machos y hembras (de la
misma condicion experimental) con comida y agua ad libitum. En total se obtuvieron 16
hembras y 11 machos monoparentales y de las familias biparentales se obtuvieron 13
hembras y 10 machos.

Todos los protocolos y experimentos fueron aprobados por el Comité local de bioética

del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, que estan acordes con la norma NOM-062-
Z00-1999 de la SAGARPA.
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8.2 Pruebas conductuales

A los tres meses de edad a las hembras (experimentales y estimulo) se les realizé una
ovariectomia bilateral, se les inyectd 0.1 ml de anestesia (3 ml ketamina, 1ml xilazina,
6ml solucion salina) y se permiti6 una semana de recuperacion; los machos

permanecieron gonadalmente intactos.

Para inducir la receptividad en las hembras durante todo el experimento se
administraron 8 inyecciones de estradiol (10ug/kg con aceite vegetal como vehiculo)
cada 24 horas. Posteriormente para la formacion de vinculo de pareja los animales
experimentales fueron colocadas con un topillo del sexo opuesto, criado en el bioterio e
independiente del experimento, de 3-4 meses sin experiencia sexual previa. Las
parejas formadas fueron observadas durante la primera hora para asegurar que las
hembras desplegaran conductas receptivas (lordosis) y en el caso de los machos que
montaran e intrometieran a las hembras, después de esa hora se les permitié continuar
cohabitando por 24 horas. Al siguiente dia se realiz6 la prueba de preferencia de pareja
(Figura 4).

w 2 dias
-
< -
3 30min/dia 3h .
. oras oras
| 1 semana L1 | | | | 1dia |
1T T 1T 1 | I [
| Copualconabiacien  ppp S
Habituacién
\ J
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Figura 4: Cronograma experimental; a los tres meses de edad las hembras
experimentales y estimulo fueron ovariectomizadas (caja roja) y se les dejo una
semana en recuperacion. Las hembras recibieron un tratamiento hormonal de

benzoato de estradiol (caja azul) al terminar la semana de recuperacion y hasta
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terminar el experimento cada 24 horas. Los machos y hembras fueron habituados
a la caja de preferencia de pareja durante dos dias durante media hora cada dia
(caja amarilla); después de la habituacién se les asigno una pareja no relacionada
familiarmente y se les permitié cohabitar y copular durante 24 horas (caja verde).
Al siguiente dia se realizé la prueba de preferencia de pareja (PPP, caja rosa) y
fueron sacrificados 24 horas después de la prueba.

8.2.1 Prueba de preferencia de pareja

A los tres meses de edad se realizé la prueba de preferencia de pareja (PPP); para
esta prueba se utilizé una caja con tres compartimentos (Figura 5); un compartimento
neutro (40x55x30 cm) y dos compartimentos externos a ambos lados de la caja
(11x12.5x10 cm). Previo a la prueba los animales experimentales fueron habituados a
la caja de PPP colocando al animal experimental en el compartimento central para que
explorara libremente, la habituacién se realizé por 30 minutos los dos dias previos a la
prueba. Durante la prueba el topillo experimental se colocd en el compartimento central
de la caja, y en los compartimentos laterales se colocaron el animal con el que copuld y
cohabité previamente (pareja) y en el otro extremo se colocé un topillo del sexo
opuesto con el que no se tuvo ningun tipo de contacto previo, y se cuantifico el tiempo
que paso en cada extremo de la caja. Los animales fueron sacrificados 24 horas

después de la prueba conductual.
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Figura 5. Caja utilizada para la prueba de preferencia de pareja.

8.3 Recoleccion de tejido y analisis de las muestras

El dia del sacrificio los animales recibieron una sobredosis de pentobarbital y se realizé
una perfusién intracardiaca con PBS (buffer fosfato salino, pH 7.4) y paraformaldehido
(4%). Los cerebros fueron recolectados y postfijados por una hora en
paraformaldehido, después fueron crioprotegidos en sacarosa al 30% por una semana.

Se realizaron cortes de 30um y se recolecté el BOA y el Acb.

8.4 Inmunofluorescencia para sinaptofisina

Los cortes fueron montados en porta objetos superfrost (Blue Color Frost Plus Slide,
cat # 5951PLUS-006, LOT # 091114-9) y se mantuvieron 24 horas a 4°C en cuarto frio
para que los cortes quedaran fijados al portaobjeto. El primer dia de la
inmunofluorescencia los cortes fueron lavados cuatro veces con PBS (0.1M, pH 7.2).
Posteriormente se realizd un lavado con PBS con borohidrato de sodio (0.05% por 15
minutos, se realizaron otros 3 lavados con PBS y después un lavado de 30 minutos de
PBS y peroxido de hidrogeno al 0.3%. A partir del siguiente lavado se les agrego tritdn
(Tx100) a todos los lavados con PBS el primer lavado con tritdon se utilizé al 1% vy
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posteriormente se realizaron tres lavados con PBS vy triton al 0.1% de 3 minutos cada
uno. Al finalizar los lavados con triton se realizé un bloqueo con albumina (1%) por 30
minutos. Finalmente los cortes fueron incubados en anticuerpo primario polyclonal
rabbit anti-sinaptofisina H-93 (1:1200) con albumina (1%) 1 hora a temperatura
ambiente y durante toda la noche a 4°C en agitacion.

El segundo dia se realizaron 4 lavados con PBS y tritdbn con una duracién de 3 minutos
por lavado, posteriormente se realizé un bloqueo con albumina al (1%). Después del
bloqueo los cortes fueron incubados con anticuerpo secundario anticonejo biotilinado
(VECTOR BA-1000, 1:400) con albumina al 2% por dos horas. Al finalizar la incubacion
con el anticuerpo secundario se realizaron 4 lavados con PBS y triton. Después se
incubaron los cortes con ABC (Complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa, Vectastain) por 45
minutos y se realizaron 3 lavados con PBS vy triton.

A partir de este paso los cortes se pasaron a un cuarto oscuro y se incubaron en un kit
de amplificacion TSA-Cy3 (NEL74401KT, 1:100) por 10 minutos, se realiz6 otro lavado
de PBS vy tritdbn y posteriormente se incubaron con Hoechst (1:1000) para marcar los
nucleos de las células. Finalmente se realiz6 un ultimo lavado de PBS vy triton durante
toda la noche. Al otro dia se coloc6 aquamont a los cortes y se cubrieron con

cubreobjetos.

8.6 Analisis de imagenes

Se obtuvieron fotomicrografias de las regiones de interés con el microscopio confocal
LSM700 en el programa Zen Black (ver. 2012) con el objetivo 20x. Se utilizé el laser
555 para obtener la sefial de sinaptofisina con una ganancia de 370-420. Para obtener
la sefal de Hoechst se utilizo el laser 405 y una ganancia de 630-650.

A las imagenes obtenidas se les realizd6 un analisis densitométrico con el programa

Axiovision (ver. 4.8.0.0), para esto se selecciond la regién de interés (ROI, por sus
siglas en inglés) y el programa analizé de manera automatica la intensidad de sefal por
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um? del canal rojo (el correspondiente a sinaptofisina). El analisis se realizé en las
capas glomerular, mitral y granular del BOA y en las regiones core y shell del Acb
(Figura 6).
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Figura 6. Representacion de analisis densitométrico en el bulbo olfatorio
accesorio (A) y nucleo accumbens (B). En la figura A se pueden distinguir las tres
capas del bulbo olfatorio: en azul la capa glomerular, en amarillo la capa mitral y
el magenta la capa granular. En la figura B se pueden distinguir en magenta la

region “core” y en amarillo la regiéon “shell” del nucleo accumbens.
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8.7 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el programa SigmaPlot (v. 13.0), se realizo la
prueba de normalidad Shapiro-Wilk. Los datos obtenidos para el peso de las crias y las
pruebas de preferencia de pareja pasaron la prueba de normalidad; por lo que se
realizé una prueba de analisis de varianza.

Por otro lado los datos obtenidos para el analisis densitométrico no pasaron la prueba
de normalidad; por lo que se utilizé una prueba de Kruskal-Wallis.

9. Resultados

9.1 Pesos el dia del destete

Las crias fueron separadas de la caja familiar el dia postnatal 21, se pesaron para
evaluar si el tipo de familia en el que se criaron (condicidon monoparental o biparental)
afectd su peso corporal.

Se realiz6 una prueba de ANOVA de dos vias; el analisis estadistico no mostrd
diferencia entre el peso de las crias y la condicion de crianza que los animales

recibieron (F=0.19 p=0.7). Tampoco se reportd diferencia en el peso entre machos y
hembras (F=0.16; p=0.7). Figura 7.
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Figura 7. Peso de las crias monoparentales (MP) y biparentales (BP) a los 21 dias
de edad. La condicidn de crianza no alterd el peso de las crias el dia del destete
en machos (M, p=0.145) ni en hembras (F, p=0.818).

9.2 Prueba de preferencia de pareja

Para la PPP se excluyeron tres animales por problemas en el archivo durante la
grabacion, al resto de los animales se les hizo una prueba de normalidad, los datos
pasaron la prueba de normalidad (p=0.8) y posteriormente se realizé una ANOVA de
dos vias. Se observaron diferencias significativas en el tiempo que los animales
pasaron en cada zona incentiva. Los machos y hembras criados en condiciones
monoparentales pasaron mas tiempo en la zona incentiva de los animales extrafios que
los animales criados en condiciones biparentales (F=17, p=0.001); también se observo
una preferencia hacia el topo extrafio en los machos criados en condiciones
monoparentales pero esta preferencia no se observd en las hembras criadas en las
mismas condiciones (F=6.3, p=0.016). Por otro lado, los resultados demostraron que
los machos y hembras criados en condiciones biparentales pasaron mas tiempo en

zona incentiva de su pareja que los animales criados en familias monoparentales
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(F=4.9, p=0.03); no se observaron diferencias entre el tiempo que pasaron las machos
y hembras en la zona incentiva de la pareja (F=1.02, p=0.3). Figura 8.

Prueba de preferencia de pareja
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Figura 8. Prueba de preferencia de pareja. Se registré el tiempo que paso cada
animal en la zona incentiva. Las hembras (HBP) y los machos (MBP) biparentales
mostraron una preferencia por su pareja (*). Los machos monoparentales (MMP)

mostraron una preferencia por la hembra extrana (+).

9.3 Analisis densitométrico de la intensidad de la senal positiva para

sinaptofisina
9.4 Densitometria del bulbo olfatorio accesorio
Dado que los datos no pasaron la prueba de normalidad se hizo una prueba Kruskal-

Wallis para evaluar las diferencias entre los grupos. Se evaluo el efecto de la crianza

en machos y hembras por separado. Como se menciond previamente se realizé un
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analisis densitométrico en tres regiones de interés del BOA: |la capa glomerular, la capa
mitral y la capa granular. Figura 9.

100 pm, | 00 pmy

Figura 9. Inmunofluorescencia para sinaptofisina del bulbo olfatorio accesorio. A:
hembra criada en familia biparental, B: hembra criada en familia monoparental, C:

macho criado en familia biparental, D: macho criado en familia monoparental.

En la capa glomerular no se encontraron diferencias significativas entre las hembras
criadas en familias biparentales y monoparentales (p=0.07). Los machos
monoparentales y biparentales tampoco mostraron diferencias significativas (p=026).
Figura 10.
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Figura 10. Densitometria en las capas glomerular, mitral y granular del BOA en
hembras mono (HMP) y biparentales (HBP) y en machos mono (MMP) y
biparentales (MBP).

En la capa mitral no se observaron diferencias significativas en las hembras criadas en
familias biparentales y monoparentales (p=0.054). De manera similar no se observaron

diferencias significativas en los machos biparentales y monoparentales (p=1.000).

En la capa granular no se encontraron diferencias significativas en la expresién de
sinaptofisina en las hembras criadas en familias biparentales y monoparentales

(p=0.121) ni en los machos (p=0.9). Figura 10.

9.5 Densitometria del nucleo accumbens

Los datos de la densitometria del nucleo accumbens no pasaron la prueba de

normalidad por lo que se realizé una prueba Kruskal-Wallis. Se compardé la expresion

de sinaptofisina en animales criados en familias biparentales y monoparentales. Los

machos y hembras fueron analizados por separado.
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Figura 11. Inmunofluorescencia para sinaptofisina del nucleo accumbens. A:
hembra criada en familia biparental, B: hembra criada en familia monoparental, C:

macho criado en familia biparental, D: macho criado en familia monoparental.



No se encontraron diferencias significativas en la region core del nucleo accumbens
entre hembras monoparentales y biparentales (p=0.461) y en machos monoparentales
y biparentales (p=0.461). Figura 11y 12.
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Figura 12. Densitometria de la region “core” y “shell” del niucleo accumbens. Se
observé una disminucién no significativa en hembras monoparentales (HMP) y
en machos monoparentales (MMP).

Para la region shell no se encontraron diferencias significativas en la expresién de
sinaptofisina en hembras y machos monoparentales y biparentales (p=0.590 y p=0.590,
respectivamente). Figuras 11y 12.

10. Discusion

10.1 Peso de las crias
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Como se ha mencionado previamente las primeras etapas de crianza son importantes
para el desarrollo de los animales; en el caso de los humanos, el topillo de la pradera y
otras especies de crianza biparental la participacién de ambos padres es esencial para

el correcto desarrollo social y fisiologico de las crias.

La presencia de los dos padres asegura que las crias pasen menos tiempo solas y
expuestas en el nido y facilita que las crias reciban mas estimulaciones de contacto y
de acicalamiento, esto debido a la coordinacién que tienen el macho y la hembra
(Ahern y Young, 2011). Estudios previos han demostrado que la madre no compensa la
ausencia del macho por lo que estas crias reciben menos cuidados y pasan mas
tiempo solas; la ausencia del cuidado paterno tiene como consecuencia complicaciones
en el desarrollo de las crias; estas pueden variar desde un menor peso al nacer, mayor
estrés para las crias dado que presentan un incremento en la expresion de CRH
(Tabbaa et al, 2017). Por ultimo, se ha reportado que la crianza monoparental altera
conductas socio sexuales cuando los individuos llegan a la edad adulta como la
formacion de vinculo de pareja, disminucion en conductas parentales y aloparentales
(Ahern y Young, 2009).

Nuestros datos no muestran diferencias en los pesos de machos ni de las hembras
independientemente de la condicion familiar en la que se criaron, estos resultados
contradicen los resultados obtenidos por Ahern y Young (2009) que reportaron un peso
menor en las crias monoparentales. En este caso los autores homogenizaron las
camadas de ambos grupos asegurando que cada familia tuviera entre 2-4 crias, en
nuestro caso las familias se dejaron intactas y reportamos una variabilidad de 2-7 crias;
nosotros sugerimos que la competencia entre hermanos en el tiempo que pasan
amamantando puede explicar la falta de diferencias dada la variabilidad en el numero
de crias por familia, sin embrago no medimos el tiempo que cada cria pasé
alimentandose. En un trabajo posterior Ahern y Young (2011) reportaron que las
diferencias entre el peso de crias monoparentales y biparentales no se debe al tiempo
que pasan las crias amamantando, a pesar de que ambas madres alimentan a sus

crias. Se desconoce si la calidad nutricional de la leche es la misma.
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Por otro lado Tabba et al. (2017) reportaron un menor peso en los machos criados en
condiciones monoparentales comparado con hembras criadas en ambas condiciones,
estos autores no hacen mencion de homogenizar el numero de crias por familia por lo
que no podemos determinar si este fue un factor que influyé en estas diferencias; a
discrepancia de nuestra condicidon experimental los padres de las familias
monoparentales fueron removidos el dia postnatal 1 por lo que la interacciones entre la
madre y el padre durante los ultimos dias de gestacion pueden tener un efecto en el
desarrollo de las crias. Otro aspecto que vale la pena considerar es la disminucién en
conductas de acicalamiento que reciben las crias monoparentales y el incremento en el
tiempo que pasan solas; estudios previos demuestran la relacién entre el desarrollo y la
expresion de hormona del crecimiento inducida por los estimulos térmicos y tactiles
(Sayler A. y Salmon M., 1969)

10.2 Prueba de preferencia de pareja

Una de las caracteristicas principales de esta especie es la formacién del vinculo de
pareja, esta especie se caracteriza por ser altamente sociable hasta la formacion del
vinculo cuando se observa una agresion selectiva hacia otros congéneres. La crianza
monoparental altera las conductas sociales cuando los individuos son adultos
presentan un retraso para formar un vinculo de pareja; nuestros resultados
demostraron que los animales criados solo por su madre no demostraron una
preferencia hacia su pareja después de 24 horas de cohabitacion con cépula. Estos
resultados replican los reportados por Ahern y Young (2009, 2011), estos autores
demostraron que la formacion del vinculo requiere mas de 48 horas de cohabitacion
para formarlo. Nuestro experimento se redujo a 24 horas ya que otros autores reportan
que 24 horas de cohabitacion son suficientes para formar el vinculo en cuidados
biparentales. Por otro lado, Tabba et al. (2017), también reportaron que los individuos
criados en condiciones monoparentales incrementan conductas de afiliacién social lo
que indica que estos animales son mas sociables y no demuestran agresion selectiva;

ademas demostraron que la crianza monoparental no afecta el reconocimiento social,
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lo que indica que a pesar de que los animales pueden identificar al congénere con el

gue cohabitaron previamente no lo prefieren sobre un animal desconocido.

Nuestros resultados demostraron que los machos criados en condiciones
monoparentales pasan mas tiempo explorando a los animales desconocidos, este dato
contradice los trabajos anteriores, aunque estos datos pueden sugerir un incremento en
exploracion social y menor agresividad por parte de estos machos como lo menciona
Tabbaa ellos no observaron preferencia por ninguna de las hembras y el tiempo de
exploracion fue similar entre hembras conocidas y hembras desconocidas. Blocker y
Ophir (2015) compararon el reconocimiento social en machos “solteros” y machos
después de formar el vinculo de pareja, lo que estos autores reportaron fue que los
machos con vinculo presentan un reconocimiento social mientras que los machos
solteros no mostraron un reconocimiento social por las hembras por lo que sugieren
que después de la formacion de pareja se desarrolla un aprendizaje social, es posible
que los machos criados en familia monoparental sean capaces de discriminar entre una
hembra conocida y una hembra desconocida sin embargo al no formarse este

aprendizaje social no reconozca a la hembra pareada como su pareja sexual.

10.3 Expresioén de sinaptofisina

Como se menciono previamente el objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos que
tiene el cuidado monoparental sobre la plasticidad cerebral, en este caso el enfoque fue
en la sinaptofisina pues en estudios anteriores se reportd una disminucién de esta
proteina cuando a los animales se les aisla de su madre y sus hermanos, cabe
destacar que esta disminucion se mantuvo en la edad adulta. En este caso los
animales recibieron cuidados simulados (CA-min y CA-max), mientras que en este
trabajo los animales no fueron separados del ambiente del nido por lo que recibieron
estimulaciones permanentes olfatorias, de tacto presion y térmicas por parte de su
madre, hermanos y del ambiente del nido, los cuales pudieron haber compensado la
falta del cuidado paterno durante la crianza. Ademas, este estudio se enfocd en
individuos adultos por lo que no medimos la expresion de sinaptofisina en etapas
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tempranas. Datos de nuestro estudio demuestran que no hay diferencias significativas
entre machos y hembras mono y biparentales en el BOA y Acb. Sin embargo,
consideramos necesarios estudios adicionales para evaluar la expresion de

sinaptofisina en etapas tempranas y determinar si existen alteraciones en su expresion.

Otro estudio de nuestro interés fue el realizado por Law (2018) en monos titi, ellos
hacen énfasis en el efecto estresante que implica la separaciéon parental durante la
crianza (de 30-120 minutos al dia); estos autores midieron diferentes marcadores de
plasticidad cerebral durante la adolescencia. Este grupo no encontré una disminucion
significativa en la expresion de sinaptofisina, aunque cabe destacar que estos autores
midieron el RNA mensajero y no la expresion de la proteina por lo que en este caso
podemos sugerir que hay una alteracion al momento de traducir el mensajero a

proteina.

Como perspectivas futuras a este trabajo sera necesario evaluar otras areas cerebrales
involucrados en el despliegue de conductas sociosexuales como lo son el area
predptica, el hipotalamo ventromedial y la amigdala medial. Asi como distintos
marcadores de plasticidad como la proteina asociada al crecimiento-43 (GAP-43) o
BDNF que pueden determinar si hay diferencias en la estructura de los circuitos

neuronales.

11. Conclusiones

1. El cuidado monoparental altera el despliegue de conductas sociales como la
formacion del vinculo de pareja, el cual no ocurre cuando solo se permiten 24 horas de
cohabitacion con copula.

2. Las hembras criadas en condiciones monoparentales no muestran diferencias entre
el tiempo que pasan en la zona incentiva de la pareja.

3. La ausencia del vinculo no se explica por diferencias en la expresion de sinaptofisina
en el BOA o en nucleo accumbens, sino posiblemente involucra un circuito complejo

con variadas propiedades plasticas.
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