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1. RESUMEN

Ratas virgenes de la rata de laboratorio pueden ser espontdneamente maternales o aversivas
con las crias ajenas de su especie, esta dualidad conductual, segun el modelo
aproximacion/evitacion, depende de mecanismos positivos que facilitan la conducta
materna e implican el area predptica media (MPOA) y la base del nucleo de la estria
terminal (BNST), mientras que el nucleo hipotaldmico anterior (AHN), el nucleo
hipotaldmico ventromedial (VMH) y el gris periacueductal participan en los mecanismos
implicados en la evitacion de las crias. Machos virgenes del gerbo de Mongolia (Meriones
unguiculatus), como la rata de laboratorio, pueden ser paternales o aversivos con las crias
de su especie, basados en esto, planteamos la hipdtesis de que en la regulacion neural de la
conducta paterna de este roedor también participan mecanismos facilitadores e inhibidores.
El objetivo del presente estudio fue determinar qué areas neurales se activan durante las
interacciones paternas y agresivas con las crias en el gerbo de Mongolia. Asi como
determinar si hay una asociacion entre las interacciones paternales y agresivas con las
concentraciones de testosterona (T) en plasma. A través de pruebas de conducta paterna se
seleccionaron 40 machos agresivos con las crias y 20 machos paternos. Estos machos se
organizaron en seis grupos de 10 animales en cada uno: machos agresivos que interactuaron
con crias (AGG-crias) o dulces (AGG-dulce), machos paternos que interactuaron con crias
(PAT-crias) o dulces (PAT-dulces), y machos con conducta paterna inducida con T que
interactuaron con crias (IPAT-crias) o dulces (IPAT-dulces). Después de interactuar con las
crias o dulces, se extrajeron los cerebros, los cuales fueron procesados para
inmunohistoquimica anti-c-Fos. Se cuantificd el nimero de células con inmunorreactividad
(i) a c-Fos. Los machos que interactuaron con las crias tuvieron un numero
significativamente mayor de células c-Fos-ir en el mPOA/BNST que los machos que
interactuaron con los dulces. Los machos que mostraron agresividad tuvieron
significativamente un mayor namero de c-Fos-ir en el AHN, VMH vy el gris periacueductal
que los machos agresivos que interactuaron con los dulces. Estos resultados sugieren qué en
la regulacion neural del comportamiento paterno en el gerbo de Mongolia, subyacen

mecanismos positivos y negativos, como en la conducta materna.



2. ABSTRACT

Virgin rats of the laboratory rat can be spontaneously maternal or aversive with the pups of
their species, this behavioral duality, according to the approximation/avoidance model,
depends on positive mechanisms that facilitate maternal behavior and involve the medial
preoptic area (MPOA) and the base of the terminal striatal nucleus (BNST), while the
anterior hypothalamic nucleus (AHN), the ventromedial hypothalamic nucleus (VMH) and
the periaqueductal gray participate in the mechanisms involved in the avoidance of the
pups. Virgin males of the Mongolian gerbil (Meriones unguiculatus), such as the laboratory
rat, can be paternal or aversive with the pups of their species, based on this we hypothesize
that in the neural regulation of this rodent's paternal behavior they also participate
facilitating and inhibiting mechanisms. The present study aimed to determine which neural
areas are activated during paternal and aversive interactions with pups in the Mongolian
gerbils (Meriones unguiculatus). As well as determining if there is an association between
parental and aggressive interactions with testosterone (T) concentrations in plasma. By
testing paternal behavior, we selected 40 males aggressive toward pups and 20 paternal
males. These males were organized into six groups of 10 animals in each group: aggressive
males that interacted with pups (AGG-pups) or candy (AGG-candy), paternal males that
interacted with pups (PAT-pups) or candy (PAT-candy), and aggressive males with T-
induced paternal behavior that interacted with pups (IPAT-pups) or candy (IPAT-candy).
After interacting with pups or candy, the brains were extracted and analyzed for
immunoreactivity (ir) anti-c-Fos. Males that interacted with pups had significantly higher c-
Fos-ir in the mPOA/BNST than males that interacted with candy. Males that displayed
aggression had significantly higher c-Fos-ir in the AHN, VMH, and periaqueductal gray
than aggressive males that interacted with candy. These results suggest that in the neural
regulation of paternal behavior in the Mongolian gerbil underlie positive and negative

mechanisms as occurs in maternal behavior.



3. INTRODUCCION

En los mamiferos los cuidados paternos no son comunes, debido a que la hembra esta
altamente adecuada para cuidar sola a sus crias (Maier, 2001). Sin embargo, en alrededor
del 5% de las especies de estos vertebrados, el macho participa significativamente en el
cuidado de sus hijos (Clutton-Brook, 1991). Entre éstas, se encuentran algunas especies de
primates, carnivoros, perisodactilos y roedores (Kleiman y Malcom, 1981). La conducta
paterna se define, como cualquier actividad que realiza el macho en beneficio de las crias,

gue aumenta la supervivencia de estas (Clutton-Brock, 1991).

En los roedores, la presencia de cuidados paternos esta asociada al sistema de apareamiento
monogamico, por lo cual la conducta paterna es menos comun en las especies promiscuas
(Kleiman y Malcom, 1981). La presencia de cuidados paternos ha sido observada en varias
especies de roedores mondégamos como, el hdmster enano (Phodopus campbelli), gerbo de
Mongolia (Meriones unguiculatus), raton de California (Peromyscus californicus), ratén de
los volcanes (Neotomodon alstoni), entre otras (Trainor y Marler, 2001; 2002; Hume y

Wynne-Edwards, 2005; Luis et al., 2012; Martinez et al., 2015).

Los cuidados paternos se clasifican en directos e indirectos; en los primeros, las actividades
que realiza el macho tienen efecto inmediato sobre las crias e incluyen: el acicalamiento,
abrigo, olfateo, recuperacion de las crias y sociabilizacion. En los indirectos, las acciones
del macho benefician a su pareja, reduciendo su gasto energético e incrementando su
posibilidad de sobrevivir, se incluyen entre ellos: la provision de alimento, la construccion,

mantenimiento y vigilancia del nido (Kleiman y Malcom, 1981; Elwood, 1983, Tabla 1).



Tabla 1. Actividades que integran la conducta paterna en roedores (segin Elwood, 1983)




3.1 Factores Sociales

La conducta paterna estd bajo la influencia de diversos factores sociales, entre los que se
encuentran el sistema de apareamiento, la copula, la presencia de la hembra y/o las crias y
posiblemente otros estimulos externos que no han sido determinados (Brown, 1993; Storey

etal., 1994).

En los roedores el sistema de apareamiento puede ser mondgamo, poligamo o solitario; en
el caso de la monogamia, esta puede ser obligada o facultativa. Cuando la monogamia es
obligada, por ejemplo, en el hamster enano (Phodopus campbelli) la participacion del padre
en el cuidado de los hijos es necesaria para la crianza exitosa de la descendencia, mientras
gue cuando es facultativa, como en el hamster Siberiano (Phodopus sungorus), el éxito de
la crianza no es dependiente de la presencia del padre (Wynne-Edwards, 1987). En especies
de roedores poligamas o solitarias la presencia de cuidados paternos no es comun. Sin
embargo, en otros mamiferos con sistemas de apareamiento poligdmico, como la mangosta

rayada (Mungos mungo), los cuidados paternos son comunes (Rood, 1974).

Los roedores machos, sin experiencia sexual, cuando son expuestos a las crias de su
especie, pueden ser infanticidas, paternales o indiferentes, pero todos transitan a paternales
después del nacimiento de sus crias, lo cual indica que estimulos provenientes de su
condicion social y/o reproductiva ocasionan cambios neuroendocrinos que inhiben el
infanticidio y facilitan la exhibicion de cuidados paternos (Martinez et al., 2019; Romero-
Morales, datos no publicados). En el raton de California el 34 % de los machos despliegan
conducta paterna 24 h después de la copula (Gubernick et al., 1994). En el gerbo de

Mongolia (Meriones unguiclatus) machos agresivos hacia las crias se convierten en



paternales después de la cépula, e interesantemente este cambio en la conducta esta
asociado con altas concentraciones de testosterona (T), hormona que participa en la

regulacion de la conducta paterna (Martinez et al., 2019).

La cohabitacion con la hembra prefiada también se ha propuesto como una condicion social
que facilita la exhibicion de cuidados paternos. Sin embargo, a este respecto, los resultados
son contradictorios. En el raton de California y ratones de la cepa CF-1, la cohabitacion con
la hembra prefiada inhibe el infanticidio (Vom Saal, 1984; Gubernick y Laskin, 1994),
mientras que en el gerbo de Mongolia, machos que cohabitaron con su pareja prefiada

mostraron agresion hacia las crias (Martinez et al., 2019).

Otro factor social que puede influir en la conducta paterna es la presencia de las crias, pero
este factor puede estar mas relacionado con el mantenimiento y no con el inicio de la
conducta paterna. En el gerbo de Mongolia, machos infanticidas despliegan conducta
paterna inmediatamente después del nacimiento de sus crias, aunque la inhibicion de la
conducta infanticida parece estar relacionada también con la cépula, debido a que las
hembras de este roedor copulan en el postparto. Sin embargo, estos machos no atacan a sus
crias al nacimiento, lo cual sugiere que la conducta infanticida puede ser inhibida antes del
parto, probablemente por feromonas liberadas por la hembra, en la proximidad del estro
postparto (Martinez et al., 2019). En el hamster enano, la paternidad facilita el despliegue
de la conducta de recuperacion de las crias, la cual no es observada naturalmente en machos
virgenes espontaneamente paternales o machos infanticidas tratados con estradiol (E,)

(Romero-Morales, datos no publicados).



Otros factores que podrian influir en la conducta paterna son la dominancia y agresion de la

hembra, pero a la fecha estos aspectos no han sido analizados.

3.2 Bases hormonales de la conducta paterna

En los machos de los roedores con cuidados paternos ocurren cambios hormonales que no
han sido observados en machos de especies con cuidados uniparentales, lo que indica que la
conducta paterna, como la materna, es regulada por hormonas tales como, la prolactina, la
oxitocina, la vasopresina, la T y sus metabolitos, E, y dihidrotestosterona, ademas de la

progesterona (Brown, 1985).

Prolactina

Es una hormona polipeptidica producida en la adenohipdfisis, cuya secrecion es regulada
por el hipotdlamo y es inhibida principalmente por dopamina. También se ha demostrado
que esta hormona se produce en tejidos como, la placenta, testiculos, Gtero, glandulas
adrenales, intestino y distintas areas cerebrales (Nasello et al., 1998). La prolactina es
transportada activamente a regiones neurales especificas que intervienen en la conducta
materna como, el area predptica media (mPOA), regidn critica en la regulacion de la
conducta parental (Bridges et al., 1997). En distintos roedores la presencia de cuidados
paternos se ha correlacionado con altas concentraciones de prolactina, tal es el caso del
raton de California, el gerbo de Mongolia y el hamster enano (Gubernick y Nelson, 1989;
Brown et al., 1995; Jones, 2000). Sin embargo, se desconoce si el incremento de esta

hormona durante la exhibicion de la conducta paterna es causa o efecto.

En el hdmster enano un estudio experimental, en el cual se analiz6 el efecto de la supresion

de prolactina hipofisaria en la regulacion de la conducta paterna de este roedor mostr6é que



la administracion intramuscular de dos agonistas para los receptores dopaminergicos,
bromocriptina (agonista de los receptores D1 y D2) y cabergolina (agonista del receptor
D2), ocasionaron disminucion de los niveles de prolactina hipofisaria, pero no afectaron la
conducta paterna (Brooks et al., 2005), por lo cual se concluyé que la prolactina

hipofisiaria no participa en la regulacion de la conducta paterna de este roedor.

Oxitocina

La oxitocina es un neuropéptido sintetizado en las células nerviosas del nucleo
paraventricular del hipotalamo, desde donde es transportada por los axones de las neuronas
hipotaldmicas hasta sus terminaciones en la porcion posterior de la neurohipdfisis. Esta
hormona ha sido relacionada con el establecimiento de lazos de la pareja y la conducta

paterna en los roedores mondgamos (Young, 1999).

El papel de la oxitocina en la regulacion de la conducta materna ha sido demostrado
ampliamente; por ejemplo, en hembras de ratones portadores de un “knockout” del gen de
la oxitocina, existe una disminucién considerable de la frecuencia de acicalamiento de las
crias, en comparacion con las hembras silvestres (Pedersen et al., 2006). Considerando que
los mecanismos de la regulacién neuroendocrina de la conducta materna podrian ser
homologos a los de la paterna, podria esperarse que esta hormona también participe en la
regulacién de la conducta paterna. Sin embargo, los resultados de los estudios realizados

hasta hoy son contradictorios (Wang et al., 2000; Gubernick et al., 1995).

En los ratones de campo (Microtus ochrogaster) y en el de la montafia (Microtus
montanus), la expresion del gen de la oxitocina se incrementa cuando se convierten en

padres (Wang et al., 2000). En el raton mandarin (Microtus mandarinus) la expresion del



gen de esta hormona esta correlacionada con el aumento en la expresion de receptores o-
estrogenicos en areas neurales como la amigdala media (MeA), region que forma parte del
circuito neural de la conducta paterna (Zhenzhen et al., 2010). No obstante, en el raton de
California, las concentraciones plasmaticas de oxitocina no difieren significativamente
entre los machos que exhiben conducta paterna y aquellos que muestran agresion hacia las

crias (Gubernick et al., 1995).

Vasopresina

La vasopresina es una hormona peptidica, sintetizada en los nucleos hipotalamicos
supradpticos y paraventriculares. Esta hormona se almacena en la neurohipofisis, su
regulacién depende de los cambios de osmolaridad y volumen circulatorio, es metabolizada

rapidamente en el higado y los rifiones (Jara, 2001; Greenspan y Gardner, 2005).

Varios estudios han demostrado que en las especies mondgamas de los mamiferos, la
vasopresina participa en el establecimiento de la pareja (Young, 1999, Wynne-Edwards,
2001). En el ratdn de la pradera (Microtus ochrogaster), implantes de arginina-vasopresina
colocados en el septo lateral del macho, ocasionaron aumento de los cuidados paternos.
Asimismo, en este roedor la expresion del gen de la vasopresina aumenta después del

nacimiento de las crias (Wang et al., 1994).

Progesterona

La progesterona es una hormona esteroide, precursora de los andrégenos, que en los
machos se produce en las glandulas suprarrenales y el higado. En el raton de California, las
concentraciones de progesterona en plasma fueron significativamente mas bajas en los

padres, comparados con los machos sin experiencia sexual, lo cual indica que la



progesterona tiene un papel inhibitorio en la regulacion de la conducta paterna (Trainor et
al., 2003). Cuando en los ratones se noquea el gen del receptor de la progesterona, estos
machos presentan reduccion del infanticidio y aumento en la exhibicion de los cuidados
paternos (Schneider et al., 2003). Asimismo, un estudio realizado en machos del hamster
enano, sefiala que en este roedor, los niveles de progesterona fueron altos desde el dia 7 de
gestacion hasta el dia del nacimiento de las crias. Después del nacimiento los niveles de
esta hormona decrecieron significativamente reforzando la idea del papel inhibitorio de la

progesterona en la conducta paterna (Schum y Wynne-Edwards, 2005).

Testosterona

La T es sintetizada en las células de Leydig a partir de colesterol (Fig. 1), aunque en las
glandulas suprarrenales también se producen en pequefias cantidades. Esta hormona tiene
diferentes efectos: regula la espermatogénesis, estimula la aparicién de los caracteres
sexuales secundarios, regula la conducta agresiva (Jara, 2001; Greenspan y Gardner, 2005),

copulatoria y la conducta paterna (Monaghan y Glickman, 1992).
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Fig. 1. Via de sintesis de la Testosterona (T) y sus metabolitos, estradiol (E) y dihidrotestosterona (DHT) (Tomado de Saatcioglu, 2011).

Los primeros estudios que correlacionaron la conducta paterna con la T indicaron que en
los roedores, como el gerbo de Mongolia, ocurria un incremento en los niveles periféricos

de esta hormona durante la prefiez, seguido por un decremento después del nacimiento de
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las crias (Brown et al., 1995). Esta disminucion en los niveles de T llevé a creer que en los
mamiferos, esta hormona tenia un efecto inhibitorio en la conducta paterna. Sin embargo,
un estudio subsecuente sefialo que los niveles periféricos de T en los machos de este roedor
se mantienen sin cambios significativos durante su ciclo reproductivo (Luis et al., 2010).
Ademas, en los machos que permanecieron con su pareja y sus crias proporcionando
cuidados paternos, los niveles plasmaticos de T fueron significativamente mayores que en
los que permanecieron aislados, lo cual sugiere que la T podria facilitar la exhibicion de
cuidados paternos y no inhibirlos, como se crey06 inicialmente. Los machos de este roedor
exhibieron altos niveles de agresion, al mismo tiempo que proporcionaban cuidados a sus
crias (Luis et al., 2010). Estos hallazgos indican que no hay un “trade off” entre la conducta
paterna y la agresiva, y que la T no sélo regula la conducta agresiva y copulatoria, sino que

también puede estar involucrada en la regulacion de la conducta paterna.

En el topillo rojo (Myodes glareolus), un roedor endémico de la Gran Bretafia, se ha
establecido que son necesarios incrementos en los niveles de T para que este roedor

despliegue cuidados paternos (Gromov y Osadchuk, 2013).

El primer estudio de las bases bioldgicas de la conducta paterna en el hamster enano sefiald
que las concentraciones de T en plasma descienden significativamente después del
nacimiento de sus crias, cuando los machos proporcionan cuidados a sus hijos, por lo cual
se creyd que esta hormona tenia un papel inhibidor en la regulacion de esta conducta
(Reburn y Wynne-Edwards, 1999). No obstante, un estudio posterior menciona que en este
roedor, los niveles de T no descienden cuando exhiben cuidados paternos. A diferencia del
estudio anterior, en esta investigacién las concentraciones de T fueron cuantificadas en los

machos, en varios tiempos de la prefiez de su pareja y después del nacimiento de sus crias
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(Schum y Wynne-Edwards, 2005). Posteriormente, se mostré que, aunque la castracion de
hamsteres enanos, sin experiencia sexual, ocasiond disminucion significativa en los niveles
de T y E», la latencia de contacto y la recuperacion de las crias no fueron afectadas (Hume
y Wynne-Edwards, 2005). En nuestro laboratorio utilizando el modelo de castracion y
reemplazo hormonal en machos sin experiencia sexual, se observé que en machos con
castracion y reemplazo de E,, que en un principio mostraron agresion a las crias, se
convirtieron en paternales. Estos resultados plantean la posibilidad de que la T ejerce sus

efectos a través de su conversion a E; (Romero-Morales et al., 2018).

En el raton de California, se demostré que la T es necesaria para la exhibicion de la
conducta paterna; en este raton la castracion reduce el tiempo invertido en el cuidado
paterno, mientras que la administracién de T a machos castrados incrementa las actividades
paternas por arriba de lo observado en machos en los que se simuld la castracion. Estos
resultados indican que en esta especie la T tiene un papel facilitador de la conducta paterna
(Trainor y Marler, 2001). Ademas, en este roedor, se demostrd que la T regula la conducta
a través de su conversion a E,, debido a que la colocacion de implantes subcutaneos de T +
fradozol, un inhibidor de la aromatasa, enzima que participa en la aromatizacion de T a E;,
disminuye la cantidad de cuidados paternos. Mientras que la administracion de E, +
fadrozol, no tuvo ningin efecto (Trainor y Marler, 2002). Ademas, la actividad de la
aromatasa es significativamente mas alta en el mPOA en los machos que participan en el

cuidado de sus crias respecto a los machos apareados sin crias (Trainor et al., 2003).

En el gerbo de Mongolia, machos y hembras sin experiencia sexual pueden ser infanticidas
0 proporcionar cuidados a las crias de su especie. En los machos de este roedor, la

presencia de la hembra inhibe la conducta infanticida en aproximadamente el 90% de los
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gerbos (Clark y Galef, 2000). EI gerbo de Mongolia fue el primer roedor en €l que se
cuantificaron las concentraciones de T en plasma, observandose que las concentraciones de
esta hormona son altas antes del parto y disminuyen después del nacimiento de las crias
(Brown et al., 1995). Por lo que se creyo que la T tenia un efecto negativo en el despliegue
de los cuidados paternos. Sin embargo, en un estudio posterior se sefialé que las
concentraciones de T no disminuyen cuando los machos del gerbo de Mongolia
proporcionan cuidados paternos (Luis et al., 2010). En nuestro laboratorio, utilizando el
modelo de gonadectomia y reemplazo hormonal, que fue uno de los modelos mas
empleados en el estudio de las bases hormonales de la conducta materna (Lonstein et al.,
2015), se encontré que machos sin experiencia sexual, agresivos con las crias ajenas de su
especie se vuelven paternales cuando, después de la castracion son tratados con implantes
de T, E; o dihidrotestosterona. Estos resultados sugieren que en este roedor la conducta
paterna es regulada por la T a través de su conversion a E; y dihidrotestosterona (Martinez
et al., 2015). Estos resultados son apoyados por el hecho, que machos paternales presentan
en mPOA una mayor cantidad de receptores de estrogenos tipo alfa y de andrdgenos, que

los machos infanticidas (Martinez et al., 2019).

3.3 c-Fos como marcador de actividad neural

c-Fos fue la primera proteina caracterizada de la familia de proteinas de los Fos, el gen para
c-Fos fue clonado a partir del ADN del higado de ratén. La proteina c-Fos tiene un motivo
de cremallera de leucina que promueve la dimerizacién con otros productos oncogénicos,
conocidos cominmente como la familia de los Jun (c-Jun, Jun B y Jun D). La unién entre

dimeros ocurre en un sitio especifico en el ADN, el dominio de unién AP-1. Por lo tanto, la

14



localizacion inmonocitoquimica de c-Fos y las proteinas Jun es nuclear (Hoffman et al.,

1993).

La proteina c-Fos, como ya se menciono, es nuclear, lo cual permite identificar el fenotipo
de una neurona activada mediante la presencia de esta proteina a través de
inmunohistoquimica, por lo cual su amplia aplicacion en estudios de los sistemas
neuroendocrinos (Baum y Everitt, 1992; Coolen et al., 1996; Hoffman et al., 1993; Koch y
Ehret, 1991; Kirkpatrick et al., 1994; Lee et al., 2000; Lonstein y Stern, 1998; Newman,

1999; Numan e Insel, 2003; Horrel et al., 2017).

3.4 Bases neurales de la conducta paterna

Las bases neuroendocrinas del comportamiento materno en los mamiferos han sido
ampliamente estudiadas, utilizando como modelo principal, a la rata de laboratorio. El
conocimiento generado por estos estudios puntualiza que varias regiones del cerebro
anterior participan en la regulacion de la conducta materna (Factor et al., 1993; Fleming et

al., 1980; Hansen et al., 1991; Koch y Ehret, 1991; Numan e Insel, 2003).

Las hembras virgenes de la rata de laboratorio cepa Wistar, cuando son expuestas a crias de
la misma especie pueden aproximarse e interaccionar maternalmente, pero también pueden
evitarlas. La conducta materna ocurre cuando la predisposicion a aproximarse e interactuar
con estimulos procedentes de las crias es mayor que la tendencia a evitar esos estimulos. El
acercamiento o evitacion de las crias depende del estado fisiologico, asi hembras virgenes
que evitan a las crias, cuando son tratadas con progesterona y E,, simulando los cambios
hormonales que ocurren al final de la prefiez, se vuelven maternales. Esta dualidad

conductual en la evitacion e interaccion con las crias implica a varias regiones
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hipotalamicas: un circuito facilitador que desciende de la mPOA, a través del hipotalamo
lateral (base del nucleo de la estria terminalis (BNST), al mesencéfalo ventral y el circuito
inhibidor que desciende desde el hipotalamo medio (nucleo del éarea hipotalamica
AHN/nucleo del hipotdlamo ventromedial VMN), al area gris periacueductal (Numan e
Insel, 2003). Tanto el circuito facilitador, como el inhibidor de la regulacion de la conducta
materna, tienen multiples conexiones con regiones anatomicas, como la MeA, que recibe

proyecciones del bulbo olfatorio (BO) (Rilling, 2013).

4. ANTECEDENTES

Respecto a la regulacion neural de la conducta paterna, pocas investigaciones se han
realizado sobre este aspecto; en el raton de California, lesiones electroliticas en mPOA,
MeA vy nuacleo accumbens, ocasionan disminucion en el tiempo invertido en el
acicalamiento (Lee y Brown, 2007). En el ratdén de la pradera (Microtus onchrogaster),
utilizando a c-Fos como marcador de actividad neural, se encontré que la interaccion con
las crias activa regiones como, el mPOA, MeA, BNST vy el septo lateral (Kirkpatrick et al.,
1994). Los resultados de estos estudios indican que areas como la MeA, mPOA y BNST,
que forman parte del circuito neural de la conducta materna, también forman parte del

circuito neural de la conducta paterna.

De manera similar a las hembras virgenes de la rata de laboratorio cepa Wistar, los machos
sin experiencia sexual de las especies de roedores biparentales, como ya se menciono,
pueden ser paternales o agresivos con las crias de su especie. En el hamster enano,
aproximadamente el 74% de los machos son paternales y Gnicamente 26% son infanticidas

(Romero-Morales et al., 2018). En el gerbo de Mongolia, el 88% de los machos son
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agresivos con las crias y el 12% son paternales (Martinez et al., 2015). En los machos esta
dualidad conductual hacia las crias, también depende del estado fisiologico del individuo,
debido a que machos del hamster enano, agresivos con las crias transitan a paternales
cuando se les administra E,. Asimismo, en el gerbo de Mongolia la transicién de machos
agresivos con las crias a paternales es facilitada con la administracion de T o cualquiera de

sus metabolitos (Martinez et al., 2015).

Con base en la homologia en la regulacion neural entre la conducta materna y paterna, asi
como la dualidad conductual que presentan los machos sin experiencia sexual del gerbo de
Mongolia, se plantea la hip6tesis de que en la regulacion neural de la conducta paterna
existe un circuito facilitador y un inhibidor. En este contexto, el presente estudio tuvo como
finalidad aportar evidencias de la existencia de un mecanismo inhibitorio y uno facilitador,
en la regulacion neural de la conducta paterna del gerbo de Mongolia (Meriones

unguiculatus).

4.1 Caracteristicas de la especie de estudio

El gerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus) habita en Asia oriental, principalmente en
regiones de Manchuria en China, Rusia y Mongolia (Gulotta, 1971). EI gerbo es un roedor
miomorfo de tamafio medio, con un largo de cabeza a cuerpo de 100 a 125 mm, con una
larga cola entre los 96 a 110 mm (Gulotta, 1971; Fig. 2), Las plantas de las patas estan
completamente pobladas de pelo, excepto por un parche desnudo cerca del talon, son
predominantemente de color marron palido, aunque la base del pelo es gris y la punta

negra, tienen cola corta y sus garras son oscuras (Milne-Edwards, 1867). Presentan una
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glandula olorosa en la regién media ventral, la cual es visible en el macho, las secreciones

de esta glandula la utilizan para marcar territorio (Gulotta, 1971).

El gerbo de Mongolia alcanza la madurez sexual entre los 70 y 85 dias de edad, el periodo
de gestacion varia entre 24 y 26 dias, generalmente tienen de 4 a 6 crias por camada, este
roedor es mondgamo, el macho de esta especie participa ampliamente en el cuidado de sus

hijos (Gulotta, 1971).

Fig. 3. Fotografia lateral del gerbo de Mongolia.
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5. HIPOTESIS

Los machos sin experiencia sexual del gerbo de Mongolia ante la presencia de crias ajenas
de su especie pueden interaccionar paternalmente o agredirlas, entonces se espera que,
como ocurre en las hembras de la rata de laboratorio, esta dualidad conductual se
corresponda con la activacién de areas facilitadoras (MPOA/ BNST) e inhibidoras
(AHN/VMHY/gris periacueductal) de la conducta paterna, respectivamente, y que las

interacciones paternales y aversivas se asocien con las concentraciones de T.

6. OBJETIVOS

General

Determinar si reas facilitadoras de la conducta materna como mPOA/BNST, o inhibidoras
como VMH/AHN/gris periacueductal se activan cuando el macho sin experiencia sexual
del gerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus) interacciona paternal o agresivamente,
respectivamente, con las crias de su especie. Asi como determinar si hay una asociacion

entre las interacciones paternales y agresivas con las concentraciones de T en plasma.

Particulares

1. Determinar si el mPOA/BNST se activan cuando el macho tiene una interaccién

paternal con las crias.

2. Determinar si el AHN/VMH/gris periacueductal se activan cuando el macho tiene

una interaccién agresiva hacia las crias.

3. Determinar si hay una asociacion entre las interacciones paternales y agresivas con

las concentraciones de T.
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4. MATERIALES Y METODOS

7.1 Animales

En este estudio se utilizaron machos virgenes adultos del gerbo de Mongolia, con una edad
entre los 180 a 210 dias. Los gerbos fueron destetados entre los 25 y 28 dias de edad. Los
animales fueron obtenidos de una colonia reproductora mantenida en la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala, UNAM. La colonia se mantuvo bajo un fotoperiodo invertido
de 12:12 h (ciclo luz-oscuridad, inicio de la luz a 1800 h), a una temperatura ambiente de
entre 17°C y 21°C. Los gerbos fueron alimentados con pellets para roedores pequefios
(Harlam Laboratories) y agua potable ad libitum. Al inicio del estudio, tres o cuatro gerbos
del mismo sexo se alojaron en una jaula de policarbonato (37 x 27 x 15 cm) con cama de

aserrin.

A través de pruebas de deteccion de conducta paterna (Martinez et al.,, 2015), se
seleccionaron 40 machos agresivos y 20 machos con comportamiento paterno espontaneo
(machos virgenes del gerbo Mongolia pueden mostrar agresion o ser paternos con crias de
la misma especie). Estos gerbos fueron organizados en 6 grupos de 10 animales cada uno:
1) Grupo AGG-crias: compuesto de 10 machos agresivos, que interactuaron con las crias;
2) Grupo AGG-dulce: 10 machos agresivos; que interactuaron con dulces; 3) Grupo PAT-
crias: 10 machos con comportamiento paterno espontaneo, que interactuaron con las crias;
4) Grupo PAT-dulce: 10 machos con comportamiento paterno espontaneo, que
interactuaron con dulce; 5) Grupo IPAT-crias: 10 machos inicialmente agresivos con

comportamiento paterno inducido por T que interactuaron con las crias; 6) Grupo IPAT-
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dulce: 10 machos inicialmente agresivos con comportamiento paterno inducido por T, pero

que interactuaron con dulces.

Para separar los cambios neuroendocrinos estimulados por factores sociales como la copula
y la convivencia con la hembra, decidimos utilizar un modelo fuera de estas influencias
como lo es el de machos virgenes con comportamiento paterno espontdneo y

comportamiento paterno inducido con T.

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las normas éticas de la Norma Oficial
Mexicana, que regula las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de
animales de laboratorio (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacién, 2001) Las directrices éticas de la Sociedad Americana de Mammalogistas
para el cuidado y uso de los animales (Sikes, 2016). El presente proyecto fue evaluado y

aprobado por el comité de Etica de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM.
7.2 Tratamiento con T

La solucién de T se preparé segun Siegel y Rosenblat (1975), que consiste en la dilucion de
1 mg de T en 10 ml de aceite de sésamo (Sigma-Aldrich, S3547). A partir de esta solucion
se tomaron 0.1 ml para ser inyectados subcutaneamente en la region dorsal de los machos
de los Grupos 5 y 6, previa asepsia de la zona con cloruro de benzalconio, 24 h después de

la inyeccion de T se realizaron pruebas de conducta paterna o interaccién con un dulce.
7.3 Procedimiento experimental

Cada uno de los machos de los grupos que interactuaron con las crias (Grupos AGG-crias,

PAT-crias y IPAT-crias), se colocaron individualmente, en una jaula de observacion (33x
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45x18 c¢cm) con lecho limpio de aserrin, 24 h antes de la prueba, para evitar interacciones
con sus compafieros de jaula, lo que puede activar la expresion de c-Fos. En la mafiana del
dia siguiente, se introdujeron 2 crias ajenas, pero de la misma especie, con una edad de 1-3
dias (Martinez et al., 2015). El periodo de interaccion con las crias fue de 30 minutos. Se
cuantificaron los siguientes datos: latencia de contacto (tiempo que transcurre desde que se
introduce la cria hasta que el macho hace contacto con ella), el tiempo invertido en el
acicalamiento y abrigo. Las observaciones se realizaron a través de videograbaciones que
fueron realizadas entre las 11 y las 14 h. A los machos de grupos control se le coloco un
dulce (oso de goma de grenetina), éste fue utilizado como estimulo control por su suavidad
y tamafio, tratando de hacerlo similar a las crias del gerbo de Mongolia. Este dulce también
se ha utilizado como estimulo control en las interacciones macho-cria en los topillos de la

pradera (Kirkpatrick et al., 1994).

7.4 Inmunohistoquimica para c-Fos

Cinco gerbos de cada grupo fueron anestesiados 70 minutos después (debido a que el
producto de la expresion de este gen alcanza su maximo entre 60 y 90 minutos después del
estimulo, Hoffman et al., 1993), del periodo de interaccion paternal o agresiva, con una
dosis de xilazina 10 mg / kg y ketamina 90 mg / kg, una vez anestesiados se perfundieron
con una solucién de paraformaldehido al 2% en PBS. Se disecé el cerebro, el cual se fijo
durante 18 h, en el mismo fijador. Posteriormente, este tejido fue procesado con la técnica
histologica convencional y cortado en secciones de 7um de espesor, con un microtomo
(American Optical, modelo 820), entre el primer y tercer tercio en el plano sagital del
cerebro. La ubicacion de las areas neurales se realizd por comparacion con el atlas

estereotaxico del gerbo de Mongolia (Loskota et al., 1974, Fig. 3). Las coordenadas para
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BO (+1.7mm bregma, imagen 300), mPOA and BNST (ambos —0.1 mm bregma, imagen
520), MeA and AHN (ambos —0.8 mm bregma, imagen 590), VMH (—1.3 mm bregma,

imagen 640) y gris periacueductal (—3.5 mm bregma, imagen 860).

Fig. 3. (A) Ubicacion de AHN y MeA en corte coronal. (B) Ubicacién de BNST y mPOA en corte coronal. (C) Ubicacion

de VMH en corte coronal. (D) Ubicacion del gris periacueductal en corte coronal (segun Loskota et al., 1974).

Una vez obtenidos los cortes de las diferentes areas neuronales, se colocaron en
portaobjetos gelatinizados (Gelatin Nutrient, 70151-500G-F, Sigma-Aldrich), los cortes se
desparafinaron e hidrataron (gradiente de 90°, 80°, 70° de Alcohol y H,O destilada). Cada
uno de los siguientes pasos fue seguido por enjuagues en PBS durante 5 min: (1) una
incubacion de 10 min en H,0, al 3% en PBS; (2) una incubacién de 20 min en suero de

cabra normal al 5% (Vector Laboratories, kit Vectastain ABC, PK-4000) en PBS; y (3) una

23



incubacion de 16 h a 25 ° C en una dilucién 1:50 de anticuerpo anti-c-Fos de conejo (Santa
Cruz Biotecnology, inc, sc-52) en PBS. Después de dos enjuagues de 5 min en PBS, las
secciones se incubaron en un anticuerpo anti-conejo de cabra biotinilado en PBS durante 90
minutos y se lavaron de nuevo dos veces en PBS (Vector Laboratories, kit Vectastain ABC,
PK-4000) durante 30 min, seguido por dos enjuagues mas de PBS. Finalmente, la union se
visualizé6 usando diaminobenzidina como cromogeno (Vector Laboratories, DAB
Peroxidase Substrato, SK-4100). Las secciones se deshidrataron y se coloco el

cubreobjetos. Todas las areas neurales se procesaron con el mismo ensayo.

7.5 Analisis de imagen

El nimero de células inmunorreactivas a c-Fos, se cuantificaron en microfotografias con un
area de 180 um?2. Las microfotografias se tomaronn con una camara Nikon conectada a un
microscopio Leica. Para cada animal, el nimero de neuronas inmunorreactivas a c-Fos, en
cada una de las areas, se cont6 a partir de dos secciones en ambos lados del cerebro. Las
medias individuales para cada animal se obtuvieron contando bilateralmente neuronas
positivas de cada nucleo en tres secciones del cerebro y promediando los resultados a través

de cada seccion.

7.6 Cuantificacion hormonal

Después de las interacciones con las crias u ositos de grenetina, de cada macho se
colectaron muestras de sangre (250 pl) del seno retro-orbital, usando un tubo capilar
heparinizado bajo anestesia ligera (Martinez et al., 2015). La toma de sangre se realiz
durante un minuto entre las 11:00 y las 14:30 horas. El plasma se separd por centrifugacion

y se almaceno a -70°C. El analisis hormonal se realizé mediante ELISA. El nivel de T se
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midié con un kit comercial de DRG (Diagnostics, Frauenbergstr 18, D-35039 Marburg,
Alemania) a una sensibilidad de 0.083 ng / ml. Los coeficientes de variacion intra-ensayo e

inter-ensayo fueron de 3.9% y 4.6%, respectivamente.

La placa se leyo en un lector de placas (Thermo Electron Corporation, modelo Multiskan

Ascent V1.25, con un filtro de 450 nm).

7.7 Andlisis estadistico

7.7.1 Datos de la inmunoreactividad de c-Fos

El nimero de células con inmunorreactividad a c-Fos (ir) en las areas neurales de los
machos del grupo AGG-crias , AGG-dulces, PAT-crias, PAT-dulces, IPAT-crias e IPAT-
dulces se analizaron con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, debido a la
distribucion no normal de los datos. (Prueba de Anderson-Darling, P <0.05). La correccién

de Bonferroni para pruebas multiples se aplico para comparaciones por pares entre grupos.

7.7.2 Datos de cuantificacionde T

Los niveles de T entre los grupos antes mencionados se analizaron aplicando la prueba de
Kruskal-Wallis. La correccion de Bonferroni para pruebas multiples se aplicé para

comparaciones por pares entre grupos.

7.7.3 Datos de comportamiento

El tiempo invertido en el olfateo, acicalamiento y abrigo por los machos de los Grupos
PAT-crias e IPAT-crias fue comparado aplicando la prueba no paramétrica de U-Mann-

Whitney, debido a la no normalidad de los datos (prueba de Anderson-Darling, p < 0,05).
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Finalmente, los niveles de T se correlacionaron con el tiempo invertido en abrigo y
acicalamiento, mediante la prueba de correlacion de Spearman. Este andlisis también se
utilizo para correlacionar las concentraciones de T con el nimero de células c-Fos-ir en el

mPOA y BNST.

Los analisis estadisticos se realizaron con SPSS version 21.0 (IBM SPSS, Armonk, NY).

5. RESULTADOS

8.1 Inmunoreactividad a c-Fos

El nimero de células c-Fos-ir varié significativamente entre los Grupos AGG-crias, AGG-
dulces, PAT-crias, PAT-dulces, IPAT-crias e IPAT-dulces en el mPOA (H = 27.17, df =5,
P <0.05, Figs. 4 y 5) y BNST (H = 25.54, df = 5, P <0.05, Figs. 4 y 5). Los anélisis post-
hoc revelaron, como se esperaba, que los machos del grupo PAT-crias tenian c-Fos-ir
significativamente mayor en mPOA y BNST que los machos de los grupos PAT-dulces,
IPAT-crias, IPAT-dulces, AGG-crias y AGG-dulces. Los machos en el grupo IPAT-crias
tuvieron mayor c-Fos-ir en estas areas que los machos de los grupos PAT-dulces, IPAT-

dulces, AGG-crias y AGG-dulces (P ajustado de Bonferroni = 0.003).

El nimero de células c-Fos-ir entre los grupos AGG-crias, AGG-dulces, PAT-crias, PAT-
dulces, IPAT-crias e IPAT-dulces fueron significativamente diferentes en el AHN (H =
23.95, df = 5, P <0.05, Figs. 6 y 7), VMH (H = 24.97, df =5, P <0.05, Figs. 6 y 7) y gris
periacueductal (H = 22.78, df = 5, P <0.05, Figs. 6 y 7). La comparacion por pares revelo,
que los machos del grupo AGG-crias tenian c-Fos-ir significativamente mayor en AHN,
VMH vy gris periacueductal que los machos de los grupos AGG-dulces, PAT-crias, PAT-
dulces, IPAT-crias e IPAT-dulces (P ajustado de Bonferroni = 0.003).
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El nimero de células c-Fos-ir en el BO y MeA en los grupos AGG-crias, AGG-dulces,
PAT-crias, PAT-dulces, IPAT-crias e IPAT-dulces fue significativamente diferente (H =
25.49; H = 27.23, df = 5, P <0.05, respectivamente, Figs. 8 y 9). La comparacion por pares
revel6 que los machos del grupo PAT-crias tenian significativamente mas células c-Fos-ir
en BO y MeA que los machos de los grupos AGG-crias, AGG-dulces, PAT-dulces, IPAT-
crias e IPAT-dulces. Los machos del grupo IPAT-crias tenian una mayor cantidad de
células c-Fos-ir en estas areas que los machos de los grupos AGG-crias, AGG-dulces,
PAT-dulces e IPAT-dulces. Del mismo modo, los machos del grupo AGG-crias tenian un
mayor namero de células c-Fos-ir en BO y MeA que los machos del grupo AGG-dulces (P

ajustado de Bonferroni = 0.003).
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Fig. 4. Los machos paternos que interactuaron con crias (PAT-crias e IPAT-crias) tienen un nimero significativamente mayor de células
c-Fos-ir en mPOA / BNST que los machos paternos que interactuaron con dulces (PAT-dulces e IPAT-dulces) y machos agresivos
(AGG-crias y AGG-dulces). Los datos se presentan con la mediana y cuartiles. Los circulos indican valores atipicos, y las letras indican

diferencias significativas.
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PAT-cria=

Fig. 5. Nimero de células c-Fos-ir en mPOA / BNST de machos paternales y agresivos del gerbo de Mongolia que interactuaron con
crias o dulces. Los machos paternos (PAT-crias e IPAT-crias) tuvieron significativamente mayor c-Fos-ir que los machos paternos que
interactuaron con dulces (PAT-dulces y IPAT-dulces) y machos agresivos (AGG-crias y AGG-dulces). 3V = 3* ventriculo, LV =

ventriculo lateral. Secciones coronales, barras de escala = 100 um.
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Fig. 6. EI nimero de células c-Fos-ir en machos agresivos que interactuaron con crias (AGG- crias) tuvieron significativamente mayor
ntmero de células c-Fos-ir en AHN, VMH vy gris periacueductal que los machos agresivos que interactuaron con dulces (AGG-dulces) y
machos paternos (PAT-crias, PAT-dulces, IPAT-crias e IPAT-dulces). Los datos se presentan como mediana y cuartiles. Los circulos

indican valores atipicos, y las letras indican diferencias significativas.
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Fig. 7. Numero de células c-Fos-ir en el AHN / VMH y area gris periacueductal de machos agresivos y paternos del gerbo de Mongolia
que interactuaron con crias o dulces. Los machos agresivos que interactuaban con las crias (AGG-crias) tenian significativamente mayor

c-Fos-ir que los machos agresivos que interactuaban con dulces (AGG-dulces) y paternos (PAT-crias, PAT-dulces, IPAT-crias e IPAT-

dulces) 3V = 3% ventriculo, Aq = acueducto. Secciones coronales, barras de escala = 100 um.
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Fig. 8. Tanto las interacciones paternas como las agresivas con las crias tuvieron mayor nimero de células c-Fos-ir en BO y MeA que las

que interactuaron con los dulces. Los datos se presentan con mediana y cuartiles. Los circulos indican valores atipicos, y las letras indican

diferencias significativas.
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Figura 9. Tanto las interacciones paternas como agresivas con las crias tuvieron mayor nimero de células c-Fos-ir en BO y MeA que las

que interactuaban con los dulces. opt = tracto ptico. Secciones coronales, barras de escala = 100 pm.
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8.2 Concentraciones de T en plasma

Las concentraciones de T en plasma en los grupos AGG-crias, AGG-dulces, PAT-crias,
PAT-dulces, IPAT-crias e IPAT-dulces, fueron significativamente diferentes (H = 56.03, df
= 5, P <0.05; Fig. 10). La comparacion por pares reveld que los machos del grupo IPAT-
crias tuvieron concentraciones de T significativamente mas altas en el plasma que los
machos del grupo AGG-crias, AGG-dulces, PAT-crias, PAT-dulces e IPAT-dulces. Los
machos del grupo PAT-crias tuvieron concentraciones mas altas de T en plasma que los
machos de los grupos AGG-crias, AGG-dulces y PAT-dulces; los machos del grupo AGG-
crias tuvieron bajas concentraciones de T en el plasma que los machos del grupo AGG-

dulces (P ajustado de Bonferroni = 0.003).
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Fig. 10. Los machos paternos (IPAT-crias e PAT-crias) tuvieron niveles de T significativamente mayores que los machos paternos que
interactuaron con dulces (IPAT-dulces y PAT-dulces) y machos agresivos (AGG-crias y AGG-dulces). Los datos se presentan como

medianas. Los nimeros indican valores atipicos, y las letras indican diferencias significativas.
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8.3 Conducta paterna

El tiempo invertido en el olfateo entre los grupos PAT-crias e IPAT-crias no fue
significativamente diferente (U = 64.5, P > 0.01, Fig. 11). EIl tiempo invertido en el abrigo
y el acicalamiento de las crias de los machos del grupo IPAT-crias fue significativamente
mas largo que lo observado en los machos del grupo PAT-crias (U = 55.0, P < 0.01; U =

57.0, P < 0.01, respectivamente).
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Fig. 11. Los machos del grupo IPAT-crias invirtieron significativamente més tiempo (P <0.05) en abrigar y acicalar que los machos del

grupo PAT-crias. Los datos se presentan como las medianas. Los ndmeros indican valores atipicos, y las letras indican diferencias

significativas.
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8.4 Correlaciones

No observamos correlaciones significativas entre los niveles de T en plasma y el numero de
células c-Fos-ir en el mPOA (r = —0.87, P> 0.05) y BNST (r = 0.38, P> 0.05) en los
machos del grupo PAT-crias. No encontramos correlaciones entre los niveles de T y el
namero de células c-Fos-ir en el mPOA (r = —0.00, P> 0.05) y BNST (r = 0.15, P> 0.05) en
los machos del grupo IPAT-crias. No se observaron correlaciones significativas entre el
tiempo invertido en el abrigo y el acicalamiento con el numero de células c-Fos-ir en el
mPOA (r = 0.53, P> 0.05; r = 0.01, P> 0.05, respectivamente) y BNST (r = 0.74, P> 0.05; r
= 0.00, P> 0.05, respectivamente). Tampoco se observaron correlaciones significativas
entre el tiempo invertido en el abrigo y el acicalamiento los niveles de T en plasma (r =

0.42, P> 0.05; r =0.03, P> 0.05, respectivamente).
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6. DISCUSION

Determinar si el mPOA/BNST se activa cuando el macho tiene una interaccion paternal

con las crias.

Los machos del gerbo de Mongolia que interactuaron con las crias tuvieron
significativamente mayor c-Fos-ir en mPOA y BNST que los machos que interactuaron con
los dulces. Estos resultados muestran que estas regiones neurales evidentemente se activan
cuando los machos del gerbo de Mongolia despliegan conducta paterna, lo que indica que
el mPOA y la BNST participan en la regulacién neural de la conducta paterna en este
roedor. En la rata de laboratorio, estas areas neurales son fundamentales para el circuito
neural que regula especificamente el comportamiento materno (Numan, 2007; Numan,
2014; Lonstein et al., 2015). En los ratones de la pradera, los machos virgenes que
interacttan paternalmente con las crias de la misma especie tienen mayor activacion en
mPOA y BNST que los machos que interactian con los dulces (Kirkpatrick et al., 1994).
En los machos virgenes del raton de California, las lesiones electroliticas en el mPOA
causan alteraciones en la recuperacion, abrigo, acicalamiento y olfateo de las crias (Lee y
Brown, 2002, 2007). Por lo anterior, se corrobora el papel facilitador del mPOA y BNST en

la regulacion neural de la conducta paterna.

Determinar si el AHN/VMH/gris periacueductal se activan cuando el macho tiene una

interaccion agresiva hacia las crias.

Los machos del gerbo de Mongolia que mostraron agresion hacia las crias tuvieron
significativamente mayor c-Fos-ir en el AHN, VMH vy el gris periacueductal que los

machos agresivos que interactuaron con los dulces. Estos resultados sugieren por primera
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vez, que estas regiones neurales estan involucradas en la regulacion de las interacciones
agresivas con las crias (infanticidio) en los machos del gerbo de Mongolia. EI AHN, el
VMH vy el gris periacueductal son componentes del circuito neural que media los
comportamientos aversivos y defensivos en ratas hembras de laboratorio (Sheehan et al.,
2000; Canteras, 2002; Numan e Insel, 2003). Las lesiones exocitotoxicas del AHN y VMH
estimulan la exhibicion de cuidados maternos en ratas nuliparas tratadas con E, y
progesterona (Bridges et al., 1999). También se ha observado que la electroestimulacién de
VMH inhibe el disparo de neuronas en el mPOA, que es una region que esta involucrada en
la exhibicion del cuidado parental (Mayer, 1981, Lonstein et al., 2015). Las evidencias
conductuales indican que las proyecciones desde el AHN al gris periacueductal juegan un
papel importante en el comportamiento defensivo, asi como en las respuestas de miedo y

evitacion (Sheehan et al., 2000; Numan y Insel, 2003).

El BO y MeA se activaron tanto en machos paternos, como en agresivos, posiblemente
porque estas regiones neurales son parte tanto de los mecanismos positivos, como negativos
que regulan el comportamiento paterno en el gerbo de Mongolia. Como ya se menciono, en
la hembra de la rata, estas dos areas neurales tienen conexiones multiples con las regiones
facilitadores (mMPOA/BNST) e inhibidores (AHN / VMH) del circuito neural del
comportamiento materno (Numan y Insel, 2003; Numan, 2014; Brunton y Russell, 2015;
Bales y Saltzman, 2016). EI BO es un componente importante del sistema olfativo en
roedores; en hembras virgenes de la rata, la anosmia elimina las respuestas de miedo y
evitacion hacia las crias (Fleming y Rosenblatt, 1974, Fleming et al., 1979; Brunton y

Russell, 2015). Sin embargo, los cambios fisiologicos que ocurren en las hembras al final
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de la prefiez y en el postparto hacen que los olores de las crias sean atractivos (Kinsley y

Bridges, 1990). Las hembras virgenes con lesiones en MeA, no evitan a las crias, y e

esto sucede posiblemente porque esta estructura neural media las respuestas de evitacion
hacia las crias (Fleming et al., 1980; Numan et al., 1993). Sin embargo, este mecanismo de
evitacion tendria que ser deprimido en el parto para que ocurra el comportamiento materno
(Numan, 2007). Con base en estos resultados, sugerimos que estas areas neurales participan
en los mecanismos positivos y negativos que regulan el comportamiento paterno en este
roedor. Los estudios en ratones de campo Yy ratones de California mostraron que las lesiones
en éareas olfativas interrumpen el comportamiento tanto paterno, como materno (Lee y
Brown, 2007; Kirkpatrick et al., 1994; Williams et al., 1992). La MeA se ha relacionado
con la regulacién neural de otros comportamientos sociales, como el apareamiento y la
agresion en la rata de laboratorio y el hamster dorado (Mesocrisetus auratus) (Fleming et
al., 1980; Lehman y Winans, 1982; Koolhaas et al., 1990). En los ratones de campo, las
interacciones paternas activan la MeA (Kirkpatrick et al., 1994). Los resultados de estos
estudios, como en el presente sugieren que estas regiones neurales participan en multiples

comportamientos sociales (Numan e Insel, 2003).

Estos resultados también demostraron que las interacciones paternas o aversivas con las
crias son fuertes estimulos para la activacién neural, porque los machos agresivos y
paternos que interactuaron con las crias tuvieron significativamente mayor c-Fos-ir que los
machos que interactuaron con los dulces. En los ratones de campo y de California, la c-Fos-
ir es mayor en machos expuestos a crias, que en machos que interactuaron con un dulce o
un fragmento de marmol, en areas cerebrales como, mPOA, BNST, BO y MeA

(Kirkpatrick et al., 1994; Horrel et al., 2017). Segun Kirkpatrick y colegas (1994), este
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aumento se debe a que las crias son una fuente de estimulos mdltiples que causan la

activacion neural en los machos, durante estas interacciones.

Determinar si hay una asociacion entre las interacciones paternales y agresivas con las

concentraciones de T.

Los machos que exhibieron conducta paterna tuvieron concentraciones significativamente
mas altas de T en plasma que los machos que fueron agresivos con las crias. En los machos
del grupo IPAT-crias, la concentracion de T fue significativamente mayor que en los
machos del grupo PAT-crias. Ademas, los machos del grupo IPAT-crias tuvieron un
namero significativamente mayor de células c-Fos-ir que los machos del grupo PAT-crias
en el mPOA / BNST. En nuestro laboratorio hemos encontrado que los machos paternos
tienen niveles de T significativamente mayores que los machos agresivos con las crias
(Martinez et al., 2019). Segin Numan (2006), el acercamiento a las crias, como una
muestra de comportamiento paterno depende del estado fisioldgico del animal. Esta
diferencia en la concentracion de T puede ser la base hormonal que subyace a la respuesta

hacia las crias.

Los machos de los grupos IPAT-crias y PAT-crias abrigaron, acicalaron y olfatearon a las
crias; el tiempo invertido en los machos del grupo IPAT-crias fue significativamente mayor
que el de los machos del grupo PAT-crias. Ademas, los machos del grupo IPAT-crias
también tuvieron un numero significativamente mayor de células c-Fos-ir en el mPOA /
BNST que los machos del grupo PAT-crias. Ademas, de que mayor cantidad de cuidados
paternos se correspondié con una mayor c-Fos-ir en mPOA y BNST. Estos resultados

sugieren que la cantidad de cuidados paternos puede depender de las concentraciones de T
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en plasma, y que una mayor actividad paterna implica una alta actividad neural en mPOA y

BNST, a pesar de que no se encontraron correlaciones entre estas variables.

Los machos del grupo AGG-crias tuvieron una concentracion T significativamente menor
que los machos del grupo AGG-dulces, este resultado es sorprendente porque todas las
interacciones sociales estan asociadas con un aumento en T (Gleason et al., 2009). Este
estudio, hasta donde sabemaos, es el primero que indica una disminucién en los niveles de T
cuando los machos agresivos interactuaron con las crias. Creemos que es posible que la
presencia de crias cause estrés en los machos, lo que posiblemente afecte la sintesis de T.
Algunas investigaciones han mencionado que el estrés afecta la biosintesis de la hormona
luteinizante, causando una disminucion en la sintesis de T (Gray et al., 1978; Dong et al.,
2004). También pudo ocurrir que los ositos de goma estimulen levemente el contexto

social.

7. CONCLUSION

Estos resultados sugieren que a la dualidad conductual en la respuesta de los machos hacia
las crias, en el gerbo de Mongolia, subyacen mecanismos neurales positivos y negativos, en
los que mPOA y BNST son la parte positiva de la conducta paterna, mientras que AHN /
VMH vy gris periacueductal son parte del mecanismo negativo del circuito neuronal de la

conducta paterna.
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ABSTRACT

Approach/avoid model is used 10 analyee the neural regulation of maternal behavior in the laboratory rat. This
model proposes that the medial preoplic arca (mPOA) and bed leus of stria terminalis (BNST) are brain
regions involved in facilitating mechanisms. By contrast, anterior hypothalamic nucleus (AHN), ventromedial
hypothalamic nucleus (VMH), and periaqueductal gray participate in the inhibiting mechanisms of neural
regulation of maternal behavior, We hypothesized that there are also facilitating and inhibiting mechanisms in
the neural regulation of patermal behavior. Here, we determined which neural areas are activaled during pa-
ternal and aversive interactions with pups in the Mongolian gerbils (Meriones unguiculatus). By testing paternal
behavior, we selected 40 males aggressive toward pups and 20 paternal males. These males were organized into
six groups of 10 animals in each group: aggressive males that interacted with pups (AGG-pups) or candy (AGG-
candy), paternal males that interacted with pups (PAT-pups) or candy (PAT-candy), and males with testosterone
(T)induced paternal behavior that interacted with pups (IPAT-pups) or candy (IPAT-candy). After interacting
with pups or candy, the brains were extracted and analyzed for immunoreactivity (ir) with c-fos. Males that
interacted with piips had significantly higher ¢-fos-ir in the mPOA/BNST than males that intéracted with candy.
Males that displayed aggression had significantly higher c-fos-ir in the AHN, VMH, and periaqueductal gray than
aggressive males that interacted with candy. These resulis suggest that in the neural regulation of paternal
behavior in the Mongolian gerbil underlie positive and negative mechanisms as occurs in matermmal behavior.

1. Introduction

approach/avoidance involves several regions of the brain: a facilitating
mechanism that descends from the medial preoptic area (mPOA)

The neuroendocrine basis of maternal behavior in mammals has
been extensively studied using the laboratory rat as the main model
(Factor ct al., 1993; Fleming et al, 1980; Hansen et al., 1991; Koch and
Ehret, 1991; Numan and Insel, 2003). Maternal behavior occurs when
the tendency to approach and interact with stimuli from pups is greater
than the tendency to avoid these stimuli. The approach or avoidance of
pups depends on the physiological state of the female. Virgin female
rats avoid pups, but when they are treated with progesterone and os-
tradiol, which simulate the hormonal changes that occur at the end of
pregnancy, the avoidance behavior changes to maternal behavior
(Rosenblatt and Mayer, 1995; Dulac et al.,, 2014). This duality of

through the bed nucleus of stria terminalis (BNST) to the midbrain and
an inhibitory mechanism that descends from the middic hypothalamus,
anterior hypothalamic nucleus (AHN), and ventromedial hypothalamus
nucleus (VMH) to the midbrain (periaqueductal gray) (Numan and
Insel, 2003; Numan, 2014; Lonstein et al., 2015; Bales and Saltzman,
2016). Both neural regions involved in the facilitation and inhibition of
maternal behavior have multiple connections with other regions such as
the medial amygdala (MeA), which reccives projections from the ol-
factory bulb (OB) (Numan and Insel, 2003; Numan, 2014; Dulac et al.,
2014; Bales and Saltzman, 2016).

Knowledge of the neural mechanisms that regulate maternal
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I Emmere-dorgls of ol

behavior has been obtained by nsing clectrolytic lesions, cxocytotoxic
such az the products of early exprescion genes including the fos family,
which are used for mapping the functional anatomy of the new-
recndocrine sysiem (Baum and  Everitt, 195 Coolen ot al, 1996
Hoffman et al., 1993; Koch and Ehrei, 1991; Lee o 2], 2000; Lonsirin
and Stern, 1908: Newman, 1900 Neman sad lnsel 2000; Nusnan,
2014)

Some studics have shown that several regions that are part of the
neural circuit of matermal behavior also play an important role in reg-
ulating paternal behavior. In the Califormia mowse, electrolyte lesions in
the mPOA, noclers accumbens, and MeA cnee a decrease i the time
imnested in retricving., crooching, and grooming (Loe and Brown, 2007,
In prairie voles, intersctions with pups were found to sctivate regions
such 2z the mPOA, BNST, bueral seprum, and MeA by using o-fos as a
marker of neuronal activity (Kirckpatrick e al., 1994a, 1994b).

As females, most virgin males of biparental spedics tend o attack
pups and possibly even kill them However, when ihese males are =
thers, they show a paternal behavior (Elwood, 1977, 1980; Gubernick
o al, 199%4; Vella et al, 2005) The transition from infanticidal male 1o
patcrnal male has a high adaptive value bocause the survival of off-
spring is vital for the continued existence of any species (Hrdy, 1979
Virgin males aggressive toward pups of the Mongolizn gerbil and
Mexican volcano mose (Neotomodan alsond) show paternal behavior
when they are primed with testosterone (T) (Lois of al, 2010 Martines
et al, 2015; Luls o al , 2017) This duality in the behavior of males
toward pups is similar (o that obscrved in fomales. Based on this, we
hypothesized that there are facilitating and inhibiting mechanisms in
the newral regulation of paternal behavior and that these mechanisms
underlie neural regions that are activated according 1o the espomse of
the male towarnd pups. The aim of this Study was o provide cvidence of
the existence of inhibiting and facilitating mechanisms in the noural
regulation of paternal behavior by using Mongolinn perbil (Meriones
unguicsdons) s the model Newral cinouit of paternal behavior has not
bern established, alithough brain ancas such as mPOA, BNST, OB, MeA,
lateral sepmum, and nudeus accumbens ane involved in the regulation of
paiermal behavior (Lee and Brown, 2007; Kirkpairick o al, 7994s,
1954b; Lonstein ef al, 2015). The Mongolian gerbil is a monogamous
specics; the male significantly participaics in the care of pups (Flwood,
15975} In the Mongolian gerbil, social factors such as copulation, oo-
habimation with a pregnant female, s the presence of pups may ac-
tivate neuroendocrine changes that facilitate paternal behavior (Brown,
1993, Brown e al, 1995; Reburn and Wynne-Edwards, 1999). This
tramsition is associated with a significant increase in T (Martinez of al.,
unpubdished data)

2. Materials and methods

2 1. Andml

In this study, we used wvirgin male Mongolian gerbils of age
180-210days old Gerbils were weaned between the age of 25 and
28 days The animals were obtained frem a breeding colony kept st the
Facultad de Estudios Superiores lrtacala, UNAM, The colony was
maintained under an inverted photoperiod of 12:12 h (light-dark cydc
onsct of light at 18:00 h) at an ambicnt temperature between 17 and
21 “C Gerbils were fed with pelleis of Lab Chow 5001 (Nutrimenios
Purina, Méxicn) and tap water ad bbiem, At the beginming of the sudy,
three or four gerbils of the same sex were housed in a polycarbonate
cage (37 = IT » 15 cm) with sowdust bedding. We used virgin male
Mongolian gerbils to avoid the effect of sexual experience. Virgin males
of thiz rodent may show an aggressive or patemnal bebavior toward
foreign pups of the same specics. The criteria for aggressive male be-
In addition, pups may be bitten if they are not withdrawn. Paternal
males =niff and touch pups with the nese and groom and aroech beside
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them. Through sreon ests of patormal behavior, 40 males aggressive
toward pups and 30 paternal males were sclected; in this study, we
rame males aversive 1o those males aggrecive toward the pups becanse
virgin aversive female rats also artack the pups (Peters of al, 1991)
During these tosts, cach male was placed in a polycarbonate cage
(37 = 7 % 15 cm) with clean sewdust bedding. Afoer 10 min, two 1-to
Fday-old pups were introduced into the eage. The pups were with-
drawn quickly if they were attacked (Elwood, 1991; Martinez et al,
Z015) When the males displayed paternal behavior, the observation
period was for 10min. These selected gerbils were organized into six
groups of 10 animals in each group. In groups 1 and 2, we inclsded
gerhils aversive toward pups; the males of group 1 interacted with pups
[(AGG-pups) and those of group 2 intcracted with candy (AGG-candy )L
The gummy bear was used 2% control stimules for i softness and sire,
thereby trying to make it similar 1o the pups of the Mongolian gerbil.
Candy has also been wtilized as the control stimulus in male-pup in-
tcractions in prairic voles (Kirkpatrick et al, 1994a, 1994b)L Groups 3
and 4 were integrated with paternal males. In group 3, malkes interseted
with puips (PAT-pups], whereas males of group 4 interacted with candy
(PAT-candyl [n groups 5 and 6, we inclhsded males that were initially
aversive toward pups, but those males were primed with T to indoce
paternal behavier (Martfnez ef al, 2015) The males of group 5 inter-
acted with pups (IPAT-peips), and those of group 6 inleracted with
candy (TPAT-candy). Males with T-induced paternal behavior were in-
doded to csmpare the newral activation of these males with that of
spontaneously paternal males. Before interactions with the pups or
candy, apgresive and patermal males remained in individial cages for
24 h, and they were not disturbed to isolate them of stimuli that could
cause newral activation. Tests of paternal behavior or interactions with
candy were performed on the moming of the following day. The T
concentrations were quantificd to analyee the correlation of T levels
with neural activity.

All experiments were performed in sccordanoe with the ethical
guidelines of the Nationsl Institotes of Health Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals (NIH Publication No. 8023) and the cthical
guidelines and technical specifications of the Mexican Official Norm for
the Production, Core and Use of Laboratory Animals (Sikes snd the
Animal Care smd Use Commiftee of the American Socety of
Mammalogisss, 2016).

Z1.1. induction of paternal behavior

Agpressive gerbils were primed with a T salution (1 mg T/10ml of
scsame oil, Sigma-Aldrich, 5S¢ Louis, MO, USA) (Sicgol and Rosenblati,
1975 Each gerbil was injected subcutaneosty in the dorsal region
with 0.1 ml of thi solution after asepsis of the zone with benzalkonium
chiloride.,

21.2 Tests of paternal behawior

the method described above for the paternal bohavior scroening. Two
pups were ued ineach et session for a total of 240 pups. The test was
ended when pups were aftacked. Six pups were slightly bitten, and their
wound: were healed with application of gentian violet (1%) becaue
this antiscptic has no odor. Then they were retamed to their parcnits.
The cxposure period was 90 min for patermnal males o interact with the
pups or candy and for aggresive males o interact with candy. In the
test with paternal males, the pups were changed two times during the
exposure period. These interactions were videotaped with a high-defi-
nition Infrared camera (TR Bullet camera, 2.1 megapizels). Latencics of
the onsct of paternal behavior (the time clapsed since the pups were
introduced until the male made contact with one of them) and the time
invested in crouching and grooming were recorded. Observations were
masle between 11 and 14 he
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22 cfos imemunolisockemicry

Five gerbils from cach group were deeply ancsthetined with a dose
of 10my/Ag xylarine and 90 mg/kg ketamine for 70 min after the in-
teractions because the product of the expression of ¢fs reaches s
maximum between 60 and 90 min following cxposere (o 8 stimulus
(Morgan et al, 1987 Hoffman ot al, 1993). Then, they were in-
mﬁnﬁmmwmmmuulmh-

% parsformaldchyde solution in sodivm phosphate buffer (001 M PR;
pH 7.6). The brain was then removed and postfised for 18 b in the same
fixative solution. Subscguently, this tissue was processed and ot into
30 pm thick coronal sections with a cryostst. The mewral arcas were
located by comparison with the soreotaxic stlas of the Mongolisn
porbsl (Loskots e al, 1974) The OB {+ 1.7 mm from bregma, image
300), mPOA (=01 mm, image 520, the same section), McA and AHN
(basth — 08 mm, image 590, the came section), VM [ - 1.3 mm, imsge
&40, the same section), and poriagocdoctal gray {— 1.5 mm, image B60,
the wme wrtion) (nce sections of the differerst newral arcas were
obtained, the samphes were placrd oo pelatinized sludes (Mutrient Ge-
latin, 70151-500GF; Sigma-Aldrich, CA, USA)L Each of the following
sicps was followod by rinsing in phosphate bufferod sline (PRS) for
Smirc (1) 10 min of incubation in 3% HA0, in PES, (2) 20 min of in-
cubation in 5% pormal goat serom (Vectastaln ABC kit, PK-4000;
Vector Laborateries) in PBS, and (3) 16 h of incubation st 25 °C with
1:50 dilustion of a rabbit cfos antibody cpitope located in the Noter-
minus of human origin (sc-52; Santa Cruz Biotechnology, Ine.) in PRS.
After two 5 min rinses in PRS, the sections were incubated with bioti-
nylated goat antirabbit antibody in PRS for 90 min and rinsed Pwo times
in PRS (Vectastain ARC kit, PE-6102; Vector Laboratorics). The sections
were then incubated with an avidin-biotin complex (Vectastain ABC
kit, PK-6100; Vertor Laboratories) for 30 min, followed by rwo addi-
thional rimees with PRS. Finally, binding was visualised by wming
ALY diaminolwnsidine as the chromogen (DAR Prrovidase Sulwtrate,
SK-4100; Vertor Laboratorics). The sootions were debydrated and then
cover dipped. Negative controls were obtained by omitting the primary
antibody incubation step. All neural tieoes were processed  with the
ame sy, fos antibody has been wtilized in other rodents such as
Micronn echrogeter (Kirkpatrich of al, 1994, 1994b)

22 1. image analysis
The number of erfls that showed c-fos immunoresctivity (ir) was
quantificd in microphotographs with an area of 180pm"
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Microphotographs were taken with a Motic camera (10 megapizeds)
attached to a Leica microscope. Three sections of the same area for each

animal wene bilaterally quantified for c-fos-ir. After the data obtained
from each animal were added, the mean and standard devinstion were
calculated for each group,

223 Hormone assgy

Immediately after the parental behavior test, blood samples (250 pl)
were collecied from the retro-orbital sinus of all the gerbils in cach
group. Five males in cach group were ancsthetized with a mild dose
(5 my/kg xylazine and 60 mp/hg keiamine) lor obiaining blood w=m-
ples, and the remaining five males were ancsthetined with a heavy dose
for obtaining biood amples before perfusion. These smplcs wore
collected in heparinized capillary tubes. Each sample was taken for
1 min between 11 and 14h Pleuns was separated by contrifugation
and stored at —70°C. Hormonal analysis was conduacted by ELISA. The
T level was measured with a RG commercial kit (DRG Diagnostics,
Marburg, Germany) at a sensitivity of 0,083 ng/mil. The intra-assay and
inter-awary cocfficents of variation were 1.9% and 4.6%, repectively.
The T assay was validated, and it demomstrated 8 correlation between
the dilutions of sorum from Mongolian gerbily and the standard curve.

The recovery rate for T was 95.0% (r = 1.0). The plate was read in a
plate reader (model Multiskan Ascent V125, with & filier of 450-am
wavclength; Thermo Electron Corporation).

2.3 Smitistical analysis

211 c-fos imrmmoreactivity date

The number of ¢-fos immunoreactivity (ir) cells in the meural areas
of males of the AGG-pups, AGG-candy, PAT-pups, PAT-candy, IPAT-
pups, and IPAT-candy groups was analyscd with a noaparamctric
Kruskal-Wallis test becaswse of the non-normal distribution of the data
(Anderson-Darfing text, F < 0.05). Bonferroni cormoction for multiple
testing was applicd for pairwise comparisons.

232 Tesoorrone goontficenon das

The T levels between the AGG-candy, PAT-pups, PAT-
candy, IPAT-pups, and IPAT-candy groups were also analyzed with the
Kruskal-Wallis test. Bonfermond correction for multiple testing was ap-
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Fig. 2. Representative photomicrographs showing c-fos-ir cells in the mPOA/BNST of the males of different groups. 3V = third ventricle, LV = lateral ventricle.
‘Coronal sections, scale bars = 100 pm..
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Fig. 2. Representative photomicrographs showing c-fos-ir cells in the mPOA/BNST of the males of different groups. 3V = third ventricle, LV = lateral ventricle.
Coronal sections, scale bars = 100 ym.
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neural regions are strongly activated when Mongolian gerbil males
display paternal behavior, which indicates that the mPOA and BNST
regions are involved in the newral regulation of paternal behavior in
this madent. In the laboratory rat, these newral areas are central to the
neural circwit that specifically regulates maternal behavior (Naman,
2007, 2014; Lomstein ot al | 2015). In prairie voles, virgin males that
interact paternally with pups of the same species have higher activation
in the mPOA and BNST than males that intoract with candy (Kirkpatrick
ct al, 19%4a 19%4b) In virgin Califomia mouse males, cloctrolytic
kesions in the mPOA cause 8 decrease in the time spent in licking pups.
and hoaddling pops (Lo and Brown, 2002, 207}

Mongolian gerbil males that displayed an aggressive behavior to-
ward pups had a significantly higher number of e-fos-ir cells in the AHMN,
VMH, and perisquedoctal gray than aggressive males that interscted
with candy. These resulls suggest for the first time that these neural
regions are involved in the regulation of sversive intoractions in males.
The AHN, VMH, and periagueductal gray are components of the neural
circutdt that mediates sversive and defensive behaviors in female ls-
boratory rats (Canterss, 2002, Numan and Tnsel, 2003; Shechan of al,
2000 Exocytotoxic lesions of the AFN and VMH stimulate the display
of maternal care in nulliparous rats reated with estradiol 2nd proges-
terone (Bridges e al | 1999). It has also been observed that dectro-
stimulation of VM inhibits the firing of newrons in the mPOA, which i
a region that is involved in the display of parental care [Mayer, 1981;
Lonstein et al, 2015) Behavioral evidenee indieates that projections
from the AHN to the perisqueductal gray play an important role in
defensive behavior as well as fear and avoidance responses (Muman and
Imsed, 2003; Shechan ot al., 2000).

Thee (B and MeA were activated in both paternal and aversive males
possibly berause these newral reglons are pan of the positive and ne-
gative mechanizms that regulate patomal behavior in the Mongolian
gerbil. As already mentioned, in the female rat, these two neural arcas:
have multiple connections with the facilitators and inhibitors of the
mPOA/BNST and AHM/VMH regions, respectively, of the neural circudt
of the maternal behavior (Numan and lsel, 2003; Numan, 2004;
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Brunton and Russcll, 2015 Bales and Saltzman, 2016). The OB i an
important component of the olfactory system in rodents, in wirgin fe-
malke rats, the anosmia eliminates fear and withdrawasl responsces to-
ward pupst (Fleming and Rosenblsr, 1974; Fleming o al | 1979
Bruston and Rumscll, 2005). Howewer, the physiological changes in
females postpartum make the odors from pups attractive (Kinsicy and
Bridges, 19900 Similarly, virgin females with MeA lesions no longer
avoid pups, and it 5 possible that this neural structure mediates
avoidance responscs towand pops (Floming of al., 1980; Numan of &,
1953 Howewer, this aveidance mechanism would have o be depressed
at parurition for maternal behavior to ooour (Numan, 20070 On the
basix of these results, we suggest that these newral areas can participate
in the positive and negative mechanisms that regulate paternal beha-
wior in this rodent. Studics in California mouse and prairie woles showed
that lesions in olfactory areas interrupt both paternal and maternal
beharvior (Lee and Brown, 2007 Kickpatrick ot al, 1994a, 1994k
Williams ot al, 1952) The MeA has been related (o neural regulation of
other social behaviors such as mating and aggression in the laboratory
rat and golden hamster (Mesoorivns asans) (Fleming et al | 1980
Koolhaas et al, 1990; Lehman and Winans, 1982) In prairie voles,
patomal intcractions activate the MeA (Kirkpatrick e al. 1994a,
1934h). Thus, these newral regions participate in muliple social be-
haviors. Therefore, they are activated during displsys of these beha-
viors (Muman and b, 2003)

These results also showed that patemal or aversive interactions with
pups are strong stimuli for neural sctivation becamee sgpressive amd
paternal males that interacted with puops had significantty higher
number of c-fos-ir cells than the males that interacted with candy. In
prairic voles and California mouse, the number of c-fios-ir oclls is greater
in males exposed to pups than in males that interacted with candy or
marble in brain aress sach as the mPOA, BNST, OB, and MeA
(Kirkpatrick et al., 1994a, 1954k; Horrell et al., 2017). According to
Kirkpatrick et al (1994a, 1994b), this inorease is becouse pups are a
source of multiple stimuli thet cause neuronal sctivation in males
dhering thew interactions.

In this study, we obsorved that o-fos-ir colls in the mPOA/BNST in
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Fig. 7. Paternal males that interacted with pups (IPAT-pups and PAT-pups) had significantly higher T levels than paternal males that interacted with candy (IPAT-
candy and PAT-candy) and aggressive males (AGG-pups and AGG-candy). Data are presented as the median. Numbers indicate outliers, and letters indicate sig-

nificant differences.

males of the AGG-pups group were absent or very low in number. The
same was observed in the AHN, VMH, and periaqueductal gray regions
in males of the IPAT-pups and PAT-pups groups. These results reinforce
that these neural areas are involved in the regulation of paternal and
aversive interactions, respectively.

Male Mongolian gerbil that exhibited paternal behavior had sig-
nificantly higher concentrations of T in plasma than males that dis-
played aversion toward pups. The concentration of T was significantly
higher in males of the IPAT-pup group than in males of the PAT-pups
group. Furthermore, males of the IPAT-pups group had a significantly
higher number of c-fos-ir cells than males of the PAT-pups group in the
mPOA/BNST. However, no correlation was found between the T con-
centrations and the number of c-fos-ir cells in these neural areas.
Investigations in our laboratory have shown that paternal males have
significantly higher T levels than aggressive males (Martinez et al,
unpublished data). According to Numan et al. {2006), the occurrence of
an approach toward pups (patemnal behavior) depends on the physio-
logical state of the animal. This difference in T concentration may be
the hormonal basis in response to pups.

Males of the IPAT-pups and PAT-pups groups huddled, groomed,
and sniffed the pups. The time spent by males of the IPAT-pups group
was significantly higher than that of males of the PAT-pups group.
Furthermore, males of the [PAT-pups group also had a significantly
higher number of c-fos-ir cells in the mPOA/BNST than males of the
PAT-pups group. These results suggest that high T concentrations en-
hance paternal behavior and increase neural activity in these brain
regions that regulate paternal interactions. However, in males of the
[PAT-pups group, no significant corrclations were observed between T
concentration and time invested in huddling and grooming and the
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number of c-fos-ir cells in the mPOA/BNST. This could be because the
males of [IPAT-pups group had T concentrations in plasma above of the
physiological level of those observed in virgin spontancously paternal
males.

Males of the AGG-pups group had a significantdy lower T con-
centration than males of the AGG-candy group; this result is surprising
because social interactions such as aggression between conspecific
males, copulatory behavior, and paternal behavior have been asso-
ciated with an increase in the T level (Gleason et al., 2009%; Martinez
et al., 2015). However, in this study, a decrease in T levels is reported
when aversive males interacted with foreign pups of the same species.
We believe that the presence of pups could cause stress in these males,
which consequently affected the synthesis of T. Some studies have
mentioned that stress affects the biosynthesis of luteinizing hormone,
thus causing a decrease in T concentrations (Gray et al, 1978; Dong
ef al., 2004).

These results suggest that the duality of the response of males to-
ward pups in the Mongolian gerbil underlie positive and negative
ncural mechanisms, in which the mPOA/BNST are part of the positive
mechanism of paternal behavior and the AHN/VMH and periaque-
ductal gray are part of the negative mechanism of neural circuit pa-
ternal behavior.

Future studies in other species with patemnal care should support
these results.
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